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1 Einleitung
1.1 Zytokine
Zur Koordination und Funktion eines vielzelligen Organismus dient ein System
biochemischer Nachrichtenübertragungen. Dazu gehören zum einen lokale chemische
Mediatoren, wie z.B. Prostaglandin E2 oder Histamin, die in naher Umgebung des
Produktionsortes von Zellen aufgenommen und schnell wieder abgebaut werden können.
Andererseits sezernieren spezialisierte Zellen Hormone, die endokrin über den Blutstrom auch
weit im Körper entfernte Zielgewebe erreichen können. Zu diesen klassischen Hormonen
gehören zum Beispiel Insulin und Glukagon. Es gibt aber auch eine Vielzahl von Faktoren,
die parakrin und autokrin wirken. Hierzu gehören vor allem die Gewebshormone wie
Wachstumsfaktoren, neurotrope Faktoren und Zytokine, die von verschiedenen Gewebs- und
Zelltypen produziert und sezerniert werden und ein pleiotropes Wirkungsspektrum besitzen.
Zytokine beeinflussen sich einander in ihrer Synthese und können additiv, synergistisch oder
auch antagonistisch wirken. Als Zytokine wurden ursprünglich Faktoren bezeichnet, die von
den Zellen des Immunsystems produziert werden und auch diese beeinflussen. Es hat sich
aber gezeigt, daß sie auch auf andere Zellen und Gewebe wirken können. Alle Zytokine
wirken auf ihre Zielzellen über spezifische Rezeptorsysteme, die ihre Liganden mit hohen
Affinitäten binden. Nach der Bindung des Zytokins an seinen Rezeptor kommt es zur
Übermittlung eines Signals in den Zellkern, was zur Induktion der Transkription von
Zielgenen führen kann. Man unterteilt die Funktionen der Zytokine in drei Gruppen:
(1) Hämatopoese: colony-stimulating factors (CSF), Interleukine (IL),
Erythropoetin (Epo), Thrombopoetin (Tpo) und andere Faktoren sind an der
Reifung von Blutzellen wie Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten,
Granulozyten und Monozyten beteiligt.
(2) Immunregulatorische Wirkung: Die Regulation des Immunsystems erfolgt
meist über Interferone und Interleukine, die die Aktivierung, Differenzierung
und Proliferation von B- und T-Lymphozyten induzieren.
(3) Entzündung und Akutphase-Reaktion: Die Koordinaton von Entzündungs-
und Akutphase-Reaktionen wird vor allem durch die Interleukine IL-1, IL-6,
IL-8, durch Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) und die Interferone (IFN)
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reguliert. Im Rahmen einer Akutphase-Reaktion werden Granulozyten,
mononukleäre Zellen, Fibroblasten und Endothelzellen aktiviert. Die
nachfolgende systemische Reaktion ist durch Fieber, Vermehrung der
Leukozyten, Anstieg der Glukokortikoidspiegel und eine signifikante
Änderung der Plasmakonzentration von Akutphase-Proteinen, die in der Leber
synthetisiert werden, gekennzeichnet. Zu diesen Akutphase-Proteinen (APP)
gehören im humanen System Serumamyloid A (SAA) und das C-reaktive
Protein (CRP). Dagegen werden in der Ratte während entzündlicher Zustände
vor allem erhöhte Spiegel von α2-Makroglobulin und α1-saurem Glykoprotein
(α1-AGP) gemessen [1].
1.2 Interleukin-6
Das Interleukin-6 (IL-6) gehört zu den Zytokinen, die bei der Akutphase-Reaktion der Leber
als Hauptmediator eine wichtige Rolle spielt [2-5]. Es ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin [1,
6], das von einer Vielzahl verschiedener Zellen wie z. B. Monozyten/Makrophagen, Kupffer-
Zellen, Neutrophile, Mastzellen, B-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, vaskuläre
glatte Muskelzellen, Osteoblasten und intestinale Epithelzellen sezerniert wird [1, 7]. Neben
den in Tabelle 1 aufgelisteten pleiotropen Wirkungen konnten auch pathobiologische
Aktivitäten des IL-6 nachgewiesen werden. So gibt es zum Beispiel Hinweise, daß IL-6 bei
inflammatorischen und Autoimmun-Erkrankungen (mesangiale proliferative Glomerulo-
nephritis, rheumatoide Arthritis, u.a.), AIDS (HIV-Infektion, Kaposi´s Sarkom), B-Zell-
Neoplasien (Myelom) und bei der Osteoporose eine Rolle spielt [8].
Die Synthese von IL-6 wird durch Zytokine (z.B. IL-1, TNFα), Lipopolysaccharide (LPS)
oder virale Nukleinsäuren stimuliert [1, 7]. Biologisch aktives IL-6 ist ein 184 Aminosäure
langes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 26 kDa [9, 10]. Die O- und N-
Glykosylierungen sind für die biologische Aktivität wichtig, deglykosyliertes IL-6 ist
lediglich zu 35% aktiv [11].
IL-6 gehört in die Familie der sogenannten langkettigen 4-α-Helix-Bündel-Zytokine.
Charakteristisch für diese Zytokine sind vier antiparallel in einem Bündel angeordnete α-
Helices [12]. Weitere Mitglieder dieser Familie sind u.a. das Wachstumshormon (GH),
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Prolaktin (PRL), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), Erythropoetin (Epo), IL-10,
IL-11, IL-12, Interferon α/β (IFNα/β ) und Leptin [13].
Tab. 1.1: Die pleiotropen Funktionen des IL-6 [8, 14-17]
Wirkt auf: Funktion/Reaktion:
B-Zellen - Immunglobulin (IgM, IgG, IgA)-Produktion
T-Zellen - Proliferation und Differenzierung
- Induktion der IL-2R-Expression und IL-2-Produktion
Aktivitätssteigerung von nativen Killerzellen
- Differenzierung zu zytotoxischen Killerzellen
Hämatopoetische Stammzellen - Verstärkung der multipotentiellen hämatopoetischen 
Kolonienbildung
Megakaryozyten - Reifung
Makrophagen - Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhöhte 
Phagozytose; Expression von Fcγ-Rezeptoren, MHC-
I- und Adhäsionsmolekülen
- Verminderte Ausschüttung von IL-1 und TNF durch 
Makrophagen
- führt zusammen mit APP zur Expression von IL-1-
Rezeptor-Antagonisten und löslichen TNF-
Rezeptoren
Hepatozyten - Synthese und Sekretion von APP vom Typ2 und 
Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und Sekretion 
von Typ1-APP
Knochen-Stoffwechsel - Osteoklastenbildung, Induktion der Knochen-
resorption
Blutgefäße - Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen durch 
Induktion der PDGF-Produktion
- negative inotrope Wirkung
Zentrales Nerven-System - Auslösen von Fieber durch die Induktion von 
Prostaglandin E2(PGE2)
- Neuronale Differenzierung
- Induktion der adrenocorticotropen Hormonsynthese
Plazenta - Sekretion von chorionischen Gonadotropin aus 
Trophoblasten
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1.2.1 IL-6-Signaltransduktion
Jak/STAT-Signalweg
Das IL-6 hat der Gruppe der IL-6-Typ Zytokine den Namen gegeben. Zu dieser Gruppe
gehören neben IL-6 auch IL-11, LIF, OSM, CNTF, CT-1 und NNT-1/BSF-3 [18, 19]. Sie
zeichnen sich dadurch aus, daß sie eine gemeinsame signaltransduzierende Rezeptor-
Unterheinheit, das Glykoprotein 130 (gp130) benutzen. Neben gp130 können die IL-6-Typ
Zytokin-Rezeptor-Komplexe eine kürzere α-Rezeptor Untereinheit (IL-6R, IL-11R, CNTF-R)
und/oder eine zusätzliche signaltransduzierende Untereinheit (LIF-R, OSM-R) enthalten
(Abb. 1.1) [18].
Bei der Aktivierung von Janus-Kinasen und STAT-Faktoren durch Zytokine handelt es sich
um ein allgemeines Prinzip. Signaltransduktionen dieses Typs werden als Jak/STAT-
Signalwege bezeichnet (Abb. 1.2). Im Falle von IL-6 ist die Bindung an den IL-6R der initiale
Schritt in der Rezeptoraktivierung. Der IL-6/IL-6R-Komplex interagiert mit gp130 und die
dadurch induzierte Rezeptor-Dimerisierung [20, 21] führt zu einer Aktivierung der konstitutiv
am gp130 assoziierten intrazellulären Janus-Kinasen (Jak1, Jak2, Tyk2) [22, 23]. Die Janus-
Kinasen werden auf Grundlage von Sequenzhomologien in sieben Jak-Homologie(JH)-
Domänen unterteilt (Abb. 1.3). Bei der C-terminalen JH1-Domäne handelt es sich um eine
Kinase-Domäne. Die hierzu homologe JH2-Domäne wird wegen der fehlenden
enzymatischen Aktivität allgemein als kinase-like-Domäne bezeichnet. Die Funktion dieser
Domäne sowie der restlichen JH-Domänen (JH3-JH7) ist noch nicht bekannt. Es wurde
Abbildung 1.1: Die IL-6-Typ Zytokine und ihre Rezeptorkomplexe
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jedoch gezeigt, daß die N-terminalen Regionen (JH3-JH7) der Janus-Kinasen an der
Rezeptor-Bindung beteiligt sind [24-26]. Man nimmt an, daß die Janus-Kinasen mit den
konservierten Membran-proximalen Box1/Box2-Regionen der Zytokin-Rezeptoren
interagieren [27, 28].
Nachdem es beim initialen Schritt der Signaltransduktion zu einer Aktivierung der Janus-
Kinasen durch gegenseitige Phosphorylierung kommt, setzen diese eine Phosphorylierungs-
kaskade in Gang, deren erster Schritt eine Tyrosinphosphorylierung intrazellulärer
Tyrosinreste der signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit (gp130) ist. Nach Aktivierung
Abbildung 1.2: Verschiedene Wege der IL-6-Signaltransduktion. Die Liganden-induzierte gp130-
Homodimerisierung führt zur Aktivierung sowohl des Jak/STAT-Signaltransduktionsweges als auch der
Ras/Raf/MAP-Kinase-Kaskade.
6                                                                                                                                     Einleitung
durch IL-6 können im gp130 sechs Tyrosine (Y683, Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915)
durch die Janus-Kinasen phosphoryliert werden [23]. Die Rezeptor-Phosphorylierung
ermöglicht nun einer Anzahl von Proteinen (STAT-Faktoren, SHP2, usw.), über ihre SH2-
Domänen spezifisch an die verschiedenen Phosphotyrosine zu binden [18].
Von besonderer Bedeutung bei der Signaltransduktion der Zytokine sind die
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie. STAT steht als Abkürzung für signal transducer
and activator of transcription und beschreibt die Funktion dieser Transkriptionsfaktoren als
Bindeglied in der Zytokin-Signaltransduktion. Die Aktivierung der STAT-Faktoren durch die
Janus-Kinasen erfolgt nach Bindung mit der STAT-SH2-Domäne an die Phosphotyrosinreste
der Zytokin-Rezeptoren. Nach der Phosphorylierung konservierter Tyrosinreste (Tyr701 und
Tyr705 in STAT1 bzw. STAT3), translozieren STAT Homo- oder Heterodimere in den
Zellkern und binden an die Promotoren Zytokin-responsiver Gene. Die Domänen-Struktur der
STAT-Proteine ist nach Becker et al. [29] in der Abbildung 1.2 gezeigt.
In den meisten Systemen ist die Aktivierung der STAT-Proteine transient. Dies weist darauf
hin, daß effiziente Mechanismen der Regulation und Inaktivierung vorhanden sein müssen.
Zur Zeit werden verschiedene Möglichkeiten diskutiert (Abb 1.4):
- die Dephosphorylierung des Rezeptors oder der anderen Signalproteine wie STAT-
Faktoren oder Janus-Kinasen durch zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatasen
- die Degradation der STAT-Faktoren durch nukleäre Proteasomen [30]
- die Dephosphorylierung der in den Zellkern translozierten STAT-Faktoren durch eine
Tyrosin-Phosphatase [31]
- Synthese intrazellulärer Inhibitoren (z.B. Proteine der SOCS- und PIAS-Familie), welche
mit den Signalmolekülen interagieren [32-36]
Abbildung 1.3: Domänenstruktur von Januskinasen und STAT-Faktoren
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PAbbildung 1.2:Die möglichen negativen Regulationen des Jak/STAT-Signalwegesie Ras/Raf/MAPK-Kaskade
ach der Rezeptor-Oligomerisierung und Phosphorylierung des Tyrosins 759 von gp130
indet die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 an dieses Tyrosin-Motiv. SHP2 fungiert hier
nter anderem als Adaptorprotein und assoziiert mit Grb2 (growth factor receptor bound
rotein 2), einem weiteren Adaptorprotein, welches über SH3-Domänen an den
uaninnucleotid-Austausch-Faktor SOS (son of sevenless) gebunden ist. Der jetzt an die
lasmamembran rekrutierte Grb2/SOS-Komplex überführt GDP-Ras in seine aktive Form,
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GTP-Ras. Über eine Kaskade von Serin/Threonin/Tyrosinkinasen (MAPKK) und
Serin/Threoninkinasen (MAPK) kommt es zur Phosphorylierung einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren (c-jun, c-myc, c-fos, NF-IL-6), welche die Expression von Ras-
induzierbaren Genen vermitteln [18].
1.2.2 Spezifität der STAT-Faktoren
Aus der Tatsache, daß es mehr als 30 bekannte Zytokine und Hormone gibt, die über den
Jak/STAT-Weg signalisieren, aber nur sieben unterschiedliche STAT-Faktoren, ergibt sich
die Frage nach der Spezifität der STAT-Faktor-Aktivierung. Es hat sich gezeigt, daß die
Wirkung vieler Zytokine in hohem Maße redundant ist; z.B. aktivieren alle Zytokine, die die
signaltransduzierende Kette gp130 benutzen, STAT3 [37]. Ein anderes Beispiel für die
Aktivierung gleicher Transkriptionsfaktoren durch unterschiedliche Polypeptid-Liganden ist
die Signaltransduktion durch die Rezeptoren für Wachstumshormon, Prolaktin, Erythropoetin
und den Megakaryozyten-Wachstumsfaktor. Alle diese Rezeptoren aktivieren präferentiell
STAT5 [38].
Es konnte gefunden werden, daß für die spezifische Aktivierung der STATs nicht die Janus-
Kinasen verantwortlich sind. Eine Überexpression von Janus-Kinasen führt in Zellen zu einer
unspezifischen Phosphorylierung aller endogenen Jak- und STAT-Proteine [39]. Vielmehr ist
die Spezifität der STAT-Faktor-Aktivierung in der Interaktion zwischen STAT-Faktoren und
Zytokin-Rezeptoren begründet. Für den Interferon-γ-Rezeptor wurde gezeigt, daß die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1 durch das Tyrosin-Motiv Y440DKPH innerhalb
des zytoplasmatischen Teils der IFNγ-Rezeptor α-Kette vermittelt wird [40, 41].
Auch im Falle des gp130 sind kurze, phosphorylierte Tyrosin-Motive für die STAT-
Aktivierung verantwortlich. Die zytoplasmatische Domäne des gp130 enthält sechs
Tyrosinreste, vier davon besitzen die Konsensus-Sequenz YXXQ und sind in der Lage
STAT3 zu aktivieren, wenn sie als isolierte Motive angeboten werden. Genauere Studienen
ergaben, daß die Tyrosinmodule Y767RHQ und Y814FKQ spezifisch STAT3 aktivieren,
während die Motive Y905LPQ und Y915MPQ sowohl die Aktivierung des STAT3 als auch des
STAT1 ermöglichen [37, 42].
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1.3 Regulatorische Proteine in der IL-6-Signalkaskade
1.3.1 SHP2
Die SH2-Domänen enthaltende Portein-Tyrosin-Phosphatase 2 (SHP2) ist ein ubiquitär
exprimiertes Protein mit einer Länge von 593 Aminosäuren und einer molekularen Masse von
65 kDa. Sie besitzt zwei N-terminale SH2-Domänen gefolgt von einer Phosphatasedomäne,
die sich von Aminosäure 273 bis 510 erstreckt [18]. Die SH2-Domänen sind für die
Rekrutierung an ein Phosphotyrosin-Motiv eines aktivierten Rezeptors erforderlich, spielen
aber auch bei der Regulation der Phosphatase-Aktivität eine Rolle. Phosphotyrosin
enthaltende Peptide, die Bereichen des Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) und PFGF-R
entsprachen, interagierten spezifisch mit den SH2-Domänen von SHP2 und verstärken die
Phosphatase-Aktivität [43, 44]. Um diese Phänomene erklären zu können, wurde eine
Autoinhibition der SHP2 durch ihre SH2-Domänen, die in einer Phosphotyrosin-
unabhängigen Weise an die katalytische Domäne der SHP2 binden, vorgeschlagen und konnte
kürzlich durch die Lösung der Kristall-Struktur der SHP2 bestätigt werden [45].
Die Funktion der SHP2-Phosphatase-Aktivität in der Signaltransduktion der IL-6-Typ-
Zytokine ist noch immer unklar. Protein-Tyrsosin-Phosphatase-Aktivität, aber nicht
Tyrosinphosphorylierung der SHP2 ist notwendig für die frühen unmittelbaren Antworten
(z.B. MAP-Kinase-Aktivierung) auf Stimulation mit EGF, aber nicht bei Stimulation mit
PDGF [46]. Für Src und c-kit wurde eine Dephosphorylierung durch die SHP2 gezeigt [47-
49]. Widerprüchliche Daten gibt es für den PDGF-Rezeptor [47, 48, 50, 51]. Es gibt
Hinweise, daß eine Auto-Dephosphorylierung der SHP2 die Interaktion der SHP2 mit anderen
SH2-Domänen enthaltenden Proteinen regulieren könnte [52].
Die SHP2 kann durch viele Tyrosin-Kinasen phosphoryliert werden. Die in vitro
Phosphorylierung durch gereinigte PDGF-Rezeptor-Kinase geht mit einer gesteigerten
Phosphatase-Aktivität der SHP2 einher [48]. Jedoch ist es wahrscheinlicher, daß die Tyrosin-
Phosphorylierung der SHP2 eine andere Funktion bei der Signalisierung ausübt. Die Tyrosin-
Motive in der SHP2 sind an der Interaktion mit anderen SH2-Domänen-haltigen Proteinen
beteiligt. Nach Stimulation mit PDGF bindet Grb2 über die SH2-Domäne SHP2 [53]. Ein
Komplex aus gp130/SHP2/Grb2 wurde ebenso nach IL-6-Stimulation nachgewiesen [54, 55].
Die Rekrutierung von Grb2 an den gp130/LIF-Rezeptorkomlex über die SHP2 verbindet auf
diese Weise die MAPK-Kaskade mit dem Jak/STAT-Signalweg [56].
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1.3.1.1 SHP2 und IL-6-Signaltransduktion
Die SHP2 wird sowohl durch Tyrosin-Rezeptor-Kinasen als auch durch zytoplasmatische
Kinasen wie Src [57], bcrabl [58] und Janus-Kinasen phosphoryliert. Eine Jak-SHP2
Interaktion und eine Phosphorylierung der SHP2 ist bekannt [59]. Jak1 und Jak2, aber nicht
Jak3 sind nach Überexpression in COS7-Zellen mit der SHP2 assoziiert. Diese Interaktion ist
unabhängig von der SHP2-Phosphatase-Aktivität, der phosphorylierten Tyrosine und den
SH2-Domänen der SHP2 [59]. Trotz der SHP2/Jak1- oder SHP2/Jak2-Interaktion konnte
keine Dephosphorylierung der Janus-Kinasen beobachtet werden [59]. Nach einer
Rezeptoraktivierung mit IL-6 ist eine Bindung der SHP2 an das Phosphotyrosin-759 im
gp130 beschrieben [37, 60]. Das Motiv Y759STV ist gut vereinbar mit der Konsensus-Sequenz
YXXL/V/I, die aus den SHP2-Bindungstellen im PDFG-Rezptor, EFG-Rezeptor und IRS-1
abgeleitet wurde [61]. Für die Aktivierung der SHP2 durch den Signaltransduktor gp130 ist
Jak1 notwendig [62]. In jüngerer Zeit wurde eine verstärkte und anhaltende Phosphorylierung
von gp130, Jaks und STAT-Faktoren beobachtet, wenn eine Rekrutierung der SHP2 an den
IL-6-Rezeptorkomplex verhindert wird [62, 63].
1.3.2 SOCS-Proteine
Eine andere Familie von Inhibitoren der Signaltransduktion von Zytokinen wurde von
mehreren Arbeitsgruppen unabhängig von einander entdeckt und suppressors of cytokine
signaling (SOCS), Jak-binding protein (JAB), STAT-induced STAT inhibitor (SSI) oder
cytokine-inducible SH2 containing proteins (CIS) genannt [32-34, 64]. Acht Mitglieder dieser
Familie (CIS und SOCS1-SOCS7) sind bis jetzt kloniert und besitzen eine gemeinsame
Struktur: eine variable N-terminale Region, eine zentrale SH2-Domäne und ein konsveriertes
C-terminales Motiv, das als SOCS-Box bezeichnet wird [65].
Oft wird ein geringer Spiegel an mRNA von SOCS1, SOCS2, SOCS3 und CIS in
unstimulierten Zellen beobachtet, dieser kann jedoch durch die Induktion einiger Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Hormonen (Abb. 1.5), innerhalb von 15-30 Minuten stark erhöht
werden [32, 33, 66-80]
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Die Mitglieder der SOCS-Familie inhibieren die Zytokin-vermittelte Signalisierung durch
unterschiedliche Mechanismen. Viele Studien lassen darauf schließen, daß SOCS1 die
Signaltransduktion durch die Assoziation und Inhibierung der katalytischen Aktivität von
Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 bewirkt [33, 34, 75, 81]. Für SOCS1 ließ sich zeigen, daß neben
der SH2-Domäne noch etwa 24 Aminosäuren N-terminal zur SH2-Domäne für die Hemmung
verantwortlich sind. Diese sogenannte kinase inhibitory region (KIR) bindet als nicht-
phosphoryliertes Pseudosubstrat an das aktive Zentrum der Kinase und verhindert so die
Bindung nativer Substrate. Die SH2-Domäne von SOCS1 interagiert mit dem
phosphorylierten Tyrosin 1007 im Aktivierungs-loop der Jak2-Kinase-Domäne. Die extended
SH2 subdomain (ESS) ist ebenfalls für die Interaktion mit dem Tyrosin-Motiv unerläßlich
[75, 81, 82]. Kürzlich demonstrierten Sasaki et al. [83], daß auch SOCS3 über die SH2-
Domäne an das phosphorylierte Tyrosin1007 in Jak2 binden kann. Dabei zeigt SOCS3 eine
wesentlich niedrigere Affinität zu dem Tyrosin als SOCS1 und muß in signifikant höheren
Mengen als SOCS1 exprimiert werden, um den gleichen inhibtorischen Effekt zu erreichen
[70, 84, 85].
Einen anderern Weg der Hemmung der Signalkaskaden durch die SOCS-Proteine beschreibt
CIS. Dabei assoziiert CIS mit dem phosphorylierten Epo- und IL-3-Rezeptor und inhibiert die
Abbildung 1.3: Mitglieder der SOCS-Familie
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Signaltransduktion dieser Rezeptoren, indem es die STAT5-Rekrutierungsstellen blockiert
[64, 66, 86].
Da SOCS-Gene durch Zytokine induziert werden und da die entsprechenden SOCS-Proteine
den Zytokin-induzierten Signalweg inhibieren, hält man SOCS-Proteine für einen Teil eines
klassischen feedback-loop dieser Signalkaskaden.
Die physiologische Funktion von SOCS1, SOCS2 und SOCS3 wurde in knockout-Mäusen
untersucht. SOCS1 defiziente Mäuse zeigten neben eine Hypersensitivität gegenüber IFNγ ein
verzögertes Wachstum und starben in den ersten drei Wochen nach der Geburt. Als weiterer
Phänotyp der SOCS1-/--Mäuse konnte eine fettige Degeneration der Leber, Infiltration von
Monozyten in vielen Organen und eine geringe Anzahl von Lymphozyten in 10 Tage alten
Mäusen gefunden werden. Eine Kreuzung von SOCS1-/-- mit IFNγ-/--Mäusen führte zu einer
Reversion des Phänotyps der SOCS1-/--Mäuse [87, 88]. Riesenwuchs stellte den Phänotyp der
SOCS2-knockout-Mäuse dar, wobei das erhöhte Körpergewicht erst nach der Beendigung des
Stillens offensichtlich wurde. Die charakteristischen Merkmale einer gestörten Wachstums-
hormon- und insulin-like growth factor-I (IGF-1)-Signaltransduktion, einschließlich der
geringeren Produktion des major urinary-Protein, einer lokal gesteigerten IGF-I Produktion
und Kollagen-Ansammlung in der Dermis konnte in den SOCS2 defizienten Mäusen
beobachtet werden [89]. SOCS3-/--Mäuse überlebten nicht bis zur Geburt und zeigten eine
massive Erythrozytose im gesamten Embryo [78].
1.3.3 PIAS-Proteine
Eine andere Gruppe von Proteinen, die negativ auf den Jak/STAT-Signalweg einwirken
können sind die protein inhibitors of activated STAT (PIAS) [35, 36]. Zur Zeit sind vier
Mitglieder dieser Inhibitorenfamilie bekannt, aber nur für PIAS1 und PIAS3 wurde gezeigt,
daß sie spezifische Hemmer des STAT-Signalweges sind. PIAS assoziiert mit
phosphorylierten STAT-Faktoren, wobei die PIAS-STAT Interaktion hoch-spezifisch ist und
über den N-terminalen Bereich von PIAS vermittelt wird [90]. PIAS1 assoziiert nur mit
STAT1, aber nicht mit STAT3. Während PIAS3 nur an STAT3 bindet [35, 36].
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1.4 Ziele der Arbeit
Obwohl die Signaltransduktion von gp130 in weiten Teilen aufgeklärt ist, stellte sich immer
noch die Frage, welche Rolle den einzelnen Tyrosin-Motiven im Kontext des gesamten
zytoplasmaischen Teils von gp130 zukommt. Deshalb sollte in dieser Arbeit die Funktion der
einzelnen Tyrosinreste in der IL-6-Signaltransduktion analysiert werden. Um die Effizienz der
Tyrosine aus dem gp130 in der Signaltransduktion zu untersuchen, sollten add-back-
Rezeptormutaten benutzt werden, die nur noch eins oder mehrere zytoplasmatische Tyrosine
besitzen und auf ihre Fähigkeit der STAT-Aktivierung, der Akutphase-Protein-Induktion und
Stimulation der Zell-Proliferation hin analysiert werden.
Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg wird durch mehrere Mechanismen negativ reguliert.
Drei Protein-Familien wurden kürzlich beschrieben, die an der negativen Regulation der
Signaltransduktion beteiligt sein können: (i) SH2-Domänen haltige Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (SHP), (ii) suspressors of cytokine signaling (SOCS) und (iii) protein inhibitors
of activated STATs (PIAS). In dieser Arbeit sollte das Wechselspiel von SHP2 und SOCS im
IL-6-Signalweg untersucht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi verwendet. Alle Enzyme wurden, falls
im Text nicht anders angegeben, von der Firma Boehringer Mannheim bezogen.
Radiochemikalien:
[α35S]dATP Amersham Buchler, Braunschweig
[α32P]dATP Amersham Buchler, Braunschweig
2.2 Zytokine und Rezeptoren
IL-6: rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et
al. [91] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster zur Verfügung
gestellt; die spezifische Aktivität betrug 2 x 106 BSF2 (B-cell
stimulatory factor-2) U/mg Protein.
Epo: rekombinantes humanes Erythropoietin (2,2 x 105 U/mg Protein) wurde
von Boehringer Mannheim, Penzberg bezogen.
sIL-6R: rekombinantes humanes sIL-6R wurde nach der Methode von
Weiergräber et al. [92] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster
zur Verfügung gestellt.
Zellkulturmaterialien
DMEM; Flüssigmedium mit 4,5g Glukose und Glutamax Gibco, Eggenstein
DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium Gibco, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein
Trypsin/EDTA-Lösung: 0,05 % Trypsin / 0,02 % EDTA Biochrom, Berlin
FKS: mykoplasmenfreies fötales Kälberserum Cytogen, Berlin
2.3 Antikörper
monoklonaler Maus Upstate Biotechnology,
anti-Phosphotyrosin 4G10-Antikörper New York, USA
Kaninchen anti-Maus-IgG Dako, Glostrup, Dänemark
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Kaninchen anti-Maus-IgG Dako, Glostrup, Dänemark
konjugiert mit Meerrettichperoxidase
Ziege anti-Maus-IgG Dako, Glostrup, Dänemark
konjugiert mit Meerrettichperoxidase
Esel anti-Ziege-IgG Dako, Glostrup, Dänemark
konjugiert mit Meerrettichperoxidase
monoklonaler Maus anti-gp130 Antikörper (B-S12) [93]
monoklonaler Maus anti-gp130 Antikörper (B-P4) [93]
monoklonaler Maus anti-STAT3 Antikörper Transduction Laboratories, 
Lexington, USA
polyklonaler Kaninchen New England Biolabs
anti-STAT3-Phosphotyrosin Antikörper Beverly, USA
monoklonaler Maus anti-STAT1 Antikörper Transduction Laboratories, 
Lexington, USA
polyklonaler Kaninchen New England Biolabs
anti-STAT1-Phosphotyrosin Antikörper Beverly, USA
polyklonaler Kaninchen Santa Cruz Biotechnology;
anit-SHP2 Antikörper Santa Cruz, CA, USA
polyklonaler Kaninchen Santa Cruz Biotechnology;
anit-GST Antikörper Santa Cruz, CA, USA
monoklonaler Maus Sigma Aldrich,
anti-FlagM2 Antikörper Taufkirchen
monoklonaler Maus Sigma Aldrich,
anti-FlagM2 Antikörper Biotin konjugiert Taufkirchen
Streptavidin-HRP konjugiert PIERCE, Rockford, IL, 
USA
2.4 Peptide
Die biotinylierten Peptide wurden von J. Schneider-Mergener (JERINI, Berlin) zur Verfügung
gestellt [94].
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2.5 Plasmide
pSVL eukaryontischer Expressionsvektor,enthält den späten SV40
Promoter, PenR (Pharmacia, Freiburg)
pRC/CMV eukaryontischer Expressionsvektor, enthält den Promoter des
cytomegalo-Virus, PenR (Pharmacia, Freiburg)
pSVL-STAT3 enthält die murine STAT3-cDNA
pSVL-STAT1 enthält die kodierende Sequenz der humanen STAT1-cDNA
pSVL-EG(YYYYYY) kodiert einen chimären Rezeptor, der aus dem extrazellulären
Teil des murinen Erythropoetin-Rezeptors und der Trans-
membran- und zytoplasmatischen Domäne des humanen gp130
besteht (EG). Zwischen den einzelnen zytoplasmatischen Tyro-
sinen befindet sich jeweils eine Erkennungssequenz für ein
Restriktionsenzym. Dies ermöglicht den Austausch der Tyrosine
zu Phenylalaninen
pSVL-EG(FFFFFF) kodiert den EG-Rezeptor. Alle zytoplasmatischen Tyrosine
wurden gegen Phenylalanine ausgetauscht. Zwischen den
einzelnen zytoplasmatischen Phenylalaninen befindet sich eine
Erkennungssequenz für ein Restriktionsenzym
pSVL-EG(YFFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe683 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(FYFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe759 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(FFYFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe767 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(FFFYFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe814 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(FFFFYF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe905 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(FFFFFY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFF) außer, daß
das Phe915 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-EG(YFYYYY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(YYYYYY) außer,
daß das Tyr759 gegen ein Phenylalanin ausgetauscht ist
pRc/CMV-EG(YYYYYY) kodiert den EG-Rezeptor. Zwischen den einzelnen zytoplasma-
tischen Tyrosinen befindet sich eine Erkennungssequenz für ein
Restriktionsenzym
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pRc/CMV-EG(FFFFFF) kodiert den EG-Rezeptor. Alle zytoplasmatischen Tyrosine
wurden gegen Phenylalanine ausgetauscht. Zwischen den
einzelnen zytoplasmatischen Phenylalaninen befindet sich eine
Erkennungssequenz für ein Restriktionsenzym
pRc/CMV-EG(YFFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(YFFFFF)
pRc/CMV-EG(FYFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FYFFFF)
pRc/CMV-EG(FFYFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFYFFF)
pRc/CMV-EG(FFFYFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFYFF)
pRc/CMV-EG(FFFFYF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFYF)
pRc/CMV-EG(FFFFFY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(FFFFFY)
pRc/CMV-EG(YFYYYY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(YYYYYY) außer,
daß das Tyr759 gegen ein Phenylalanin aus getauscht ist
pSVL-gp130(YYYYYY) enthält die cDNA des humanen gp130, wobei der
zytoplasmatische Teil aus dem EG(YYYYYY)-Konstrukt
stammt
pSVL-gp130(FFFFFF) enthält die cDNA des humanen gp130, wobei der
zytoplasmatischen Teil aus dem EG(FFFFFF)-Konstrukt stammt
pSVL-gp130(YFFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe683 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(FYFFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe759 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(FFYFFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe767 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(FFFYFF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe814 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(FFFFYF) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe905 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(FFFFFY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-gp130(FFFFFF) außer,
daß das Phe915 gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist
pSVL-gp130(YFYYYY) kodiert das gleiche Protein wie pSVL-EG(YYYYYY) außer,
daß das Tyr759 gegen ein Phenylalanin ausgetauscht ist
pGl3α2M-215Luc enthält den Promotorbereich –215 bis +8 vom α2-
Macroglobulin Gen fusioniert mit der kodierenden Sequenz der
Luciferase
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pGl3hACT-359Luc enthält den Promotorbereich –359 bis +25 vom humanen α1-
Anitchymotrypsin Gen fusioniert mit der kodierenden Sequenz
der Luciferase
pGex-SOCS3/23-151 pGex-5X-Vektor (GST „Gene Fusion System“; Amersham
Pharmacia Biotech; Freiburg) für GST-Fusionsproteine mit der
murinen cDNA der „kinase inhibitory region“, der „extended“
SH2 und der SH2-Domäne von SOCS3 (Aminosäuren 23-151)
pCH110 Expressionvektor für die β-Galaktosidase (Pharmacia, Freiburg)
pEF-FlagI-mCIS enhält die cDNA für das murine CIS-Protein mit einem N-
terminalen Flag-Tag
pEF-FlagI-mSOCS1 enhält die cDNA für das murine SOCS1-Protein mit einem N-
terminalen Flag-Tag
pEF-FlagI-mSOCS2 enhält die cDNA für das murine SOCS2-Protein mit einem N-
terminalen Flag-Tag
pEF-FlagI-mSOCS3 enhält die cDNA für das murine SOCS3-Protein mit einem N-
terminalen Flag-Tag
2.6 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung
HepG2 adhärent wachsende humane Heptomzellen (ATCC, CRL 1651)
COS7 adhärent wachsende Affennieren-Zellinie (ATCC, CRL1651)
Ba/F3 nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen
Ba/F3-gp130(YYYYYY) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(YYYYYY) stabil transfiziert
wurden
Ba/F3-gp130(YFFFFF) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(YFFFFF) stabil transfiziert wurden
Ba/F3-gp130(FYFFFF) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(FYFFFF) stabil transfiziert wurden
Ba/F3-gp130(FFYFFF) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(FFYFFF) stabil transfiziert wurden
Ba/F3-gp130(FFFYFF) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(FFFYFF) stabil transfiziert wurden
Ba/F3-gp130(FFFFYF) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(FFFFYF) stabil transfiziert wurden
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Ba/F3-gp130(FFFFFY) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(FFFFFY) stabil transfiziert wurden
Ba/F3-gp130(YFYYYY) nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen,
die mit dem Rezeptor gp130(YFFFFF) stabil transfiziert wurden
X63Ag8-653 BPV-mIL-3 nicht adhärent wachsende murine Myelomzell-Line, die murines
IL-3 sezerniert; zur Verfügung gestellt von Dr. K.H. Friedrich
(Würzburg)
3T3-SHP2(Ex3 +/+) adhärent wachsende immortalisierte embryonale Fibroblasten, zur
Verfügung gestellt von Dr. B. J. Neel, Boston (USA)
3T3-SHP2(Ex3 -/-) adhärent wachsende immortalizierte embryonale Fibroblasten,
denen das Exon 3 im Gen für die SHP2 fehlt, zur Verfügung
gestellt von Dr. B. J. Neel, Boston (USA)
Die Zellen wurden bei 37 °C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert.
Die Medien enthielten, falls nicht anders angegeben, 10 % fötales Kälberserum, 60 mg/ml
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin, dem Medium für Ba/F3-Zellen wurden außerdem
5 % eines konditionierten, IL-3 enthaltenden BPV-mIL-3 (eine nicht adhärent wachsende
murine Myelomzellinie, die murines IL-3 sezerniert) Kulturüberstandes zugesetzt Das
Medium für die 3T3-Fibroblasten enthielt 20 % fötales Kälberserum. Zur Weiterkultivierung
mußten die adhärent wachsenden COS7-Zellen von einer konfluent bewachsenen Petrischale
mit Trypsin/EDTA abgelöst werden. Die Zellen wurden bei 950 upm abzentrifugiert und in
einer 1:2 bis 1:20 Verdünnung in neuem Medium aufgenommen.
Für die Langzeitaufbewahrung wurden die von der Platte gelösten Zellen mit 10 % DMSO
haltigen Medium versetzt und in Kryoröhrchen aliquotiert. Zur langsamen Abkühlung der
Zellen erfolgte eine Lagerung für 24 h bei -80 °C, bevor die Zellen zur längeren
Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff gestellt wurden. Zum schnellen Auftauen wurden die
Zellen bei 37 °C inkubiert und das DMSO-haltige Medium mit 10 ml kaltem Medium
verdünnt. Die Zellen wurden bei 950 upm bei 4 °C abzentrifugiert, in neuem Medium
aufgenommen und in einer Petrischale ausgesät.
Die Kultivierung der von den permanenten Zellinien abgeleiteten transienten Transfektanten
erfolgte in gleicher Weise.
PBS:
0,2 M NaCl
2,5 mM KCl
8 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
pH 7,4
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2.7 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung
Zur Transformation mit rekombinanten Plasmiden und zur Proteinexpression wurden die E.
coli-Stämme XL1-Blue, JM-83 beziehungeweise BL21DE3pLysS verwendet. Dem BL21-
Stamm fehlen die lon- und die opmT-Protease, welche die Proteindegradation während der
Expression bewirken können. BL21DE3pLysS enthält die Sequenz für T7-Lysozym, welche
die Peptidoglycan-Schicht der E. coli-Zellwände degradiert und so die Aufarbeitung der
Bakterien erleichtert. Das Vorhandensein von pLysS erhöht die Toleranz von BL21DE3
gegenüber toxischen Plasmiden [95]
Die mit den verschiedenen Plasmiden transformierten Bakterien wurden in LB-Medium unter
Zugabe der entsprechenden Antibiotika (Ampicillin: 100 µg/ml; Chloramphenicol: 50 µg/ml)
bei 37°C in einem Schüttelkolben (bei 200 Upm) kultiviert. Die Stammhaltung erfolgte in
Form eines Gefrierstockes in LB-Medium mit 20% Glycerin bei -80°C.
LB-Medium:
10 g/l NaCl
10 g/l Bactotrypton (Difco)
5 g/l Yeast Extract (Difco)
stationäre Kultur:
15 g/l Agar (in LB-Medium)
Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte mit einer Ampicillin-Konzentration von
100 µg/ml LB-Medium bzw. Agar.
2.8 Herstellung kompetenter Bakterien
500 ml LB-Medium wurden mit Bakterien aus einer 50 ml Übernachtkultur zu einer OD600
von 0,02 angeimpft und unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von
0,3 mußte die Kultur in einem Eis/Wasserbad schnell abgekühlt, die Bakterien bei 4 °C
abzentrifugiert (6000 upm, 10 min) und das Sediment in 125 ml einer eiskalten 50 mM CaCl2-
Lösung resuspendiert werden. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Sediment in 25 ml
50 mM CaCl2/10 % Glyzerin-Lösung aufgenommen und in Aliquots von je 500 µl in
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Auf diese Weise vorbehandelte
Zellen konnten über mehrere Monate zur Transformation verwendet werden.
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2.9 Präparation, Modifikation und Analyse von Plasmid-DNA
2.9.1 Transformation von Bakterien
10 µl eines Ligationsansatzes oder 10 ng einer Plasmid-DNA wurden mit 100 µl einer
Suspension kompetenter Bakterien für 10 min auf Eis inkubiert und danach für 90 sec auf
42 °C erwärmt. Nach kurzer Abkühlung auf Eis und Zugabe von 800 µl LB-Medium erfolgte
eine Inkubation der Bakterien für 20-45 min bei 37 °C. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min bei 5000 upm) sedimentiert, das Medium bis auf 100 µl abgenommen
und die Bakterien auf Agarplatten, denen das entsprechende Antibiotikum zugesetzt wurde,
ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37 °C für 12-16 h konnten die gewachsenen
Kolonien gezählt und analysiert werden.
2.9.2 Plasmid-Präparationen
Plasmid-Präparationen erfolgten nach den Herstellerangaben der Firma QIAGEN (Hilden).
2.9.3 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren
Die quantitative Bestimmung der DNA erfolgte photometrisch in einem UV/Vis-
Spektrometer (Pharmacia, Freiburg) über die OD260. Eine Extinktion E260 = 1,0 entspricht
50 µg doppelsträngiger (ds) DNA bzw. 20 µg einzelsträngiger (ss) DNA. Die Reinheit der
Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe der OD280 ermittelt. Der Quotient E260 : E280 sollte
bei 1,8-2,0 liegen [96].
2.9.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte nach Standardvorschrift [96]. Die
Restriktionsbedingungen wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller gewählt. In
der Regel betrug die Inkubationszeit 1-3 h. Die vollständige Restriktion der DNA wurde mit
Hilfe analytischer Agarosegele überprüft.
2.9.5 Dephosphorylierung linearisierter DNA
Um die Wahrscheinlichkeit der Religation eines linearisierten Plasmids zu verringern und so
die Effizienz der gewünschten Insertion einer Fremd-DNA zu erhöhen, wurde die endständige
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5’-Phosphatgruppe des linearisierten Vektors entfernt. 100-200 ng DNA wurden mit 1 U
alkalischer Phosphatase 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum Entfernen des Enzyms erfolgte
anschließend die Aufreinigung über ein Agarosegel.
2.9.6 Elektrophoretische Analyse von Plasmid-DNA
Nach Verdau mit geeigneten Restriktionsendonukleasen erfolgte die Analyse der DNA-
Fragmente mittels Elektrophorese. Dazu wurde die DNA-Lösung mit 0,1 Volumen eines 6-
fach DNA-Probenpuffers vermischt. Im Agarosegel aufgetragen konnten die DNA-Fragmente
im elektrischen Feld nach ihrer Größe aufgetrennt werden. Dieses Gelsystem wurde benutzt,
um DNA-Fragmente von 300-8000 bp aufzutrennen. Die Gelmatrix bestand aus 1 % Agarose
in 1 x TAE und 0,1 ng/ml Ethidiumbromid. Der Einsatz von Ethidiumbromid ermöglichte es,
die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar zu machen.
6 x DNA Probenpuffer:
15 % Glycerin
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanolblau
50 x TAE:
2 M Tris Base
1 M Eisessig
50 mM EDTA pH 8,0
Laufpuffer:
1 x TAE
2.9.7 Isolierung von DNA-Fragmenten
Die durch den Verdau der Plasmide entstandenen DNA-Fragmente wurden auf Agarosegelen
aufgetrennt, das gewünschte Fragment ausgeschnitten und mit Hifle des „Gel-Extraktion-Kit“
der Firma Qiagen (Hilden) isoliert. Die Konzentration des isolierten Fragments konnte durch
Abschätzung der Helligkeit der Bande auf einem analytischen Agarosegel ermittelt werden.
2.9.8 DNA-Ligation
Die Ligation doppelsträngiger DNA-Moleküle erfolgte mit dem Enzym T4-DNA-Ligase. In
der Regel wurden 10 ng des geschnittenen Vektors und ein 100-facher molarer Überschuß an
gereinigtem Fragment für den Ligationsansatz eingesetzt. Die Inkubationszeit lag bei 3-16 h
bei RT oder 1 h bei 37 °C.
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2.9.9 DNA-Sequenzierung
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf der Anregung und Detektion
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer Polymerase-Kettenreaktion in ein
DNA-Molekül eingebaut wurden. Die Sequenzierung erfolgte mit  dem ABI Prism Modell
310 Sequenzierer. Zur Präparation der DNA-Proben wurden das „PRISMTM Ready Reaction
DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit“ (Perkin Elmer) verwendet.
Der Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:
6 µl Terminator Premix
1,0 ng DNA-Matrize
3-5 pmol Oligonukleotid-Primer
ad 20 µl H2O
Die DNA-Matrize wurde in 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler unter Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide amplifiziert. Ein Reaktionszyklus bestand aus:
20 sec 96 °C Denaturierung
40 sec 44 °C Primer-Bindung
20 sec 60 °C DNA-Extension
4 min 60 °C letzte Extension
Nach der Amplifikation wurde die DNA mit 10 µl 3 M Natriumacetat auf pH 5,2 eingestellt
und mit 50 µl 100 % Ethanol für 20 min bei RT gefällt und abzentrifugiert (30 min,
14000 upm). Das DNA-Sediment wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und für 10 min bei
37 °C getrocknet. Die Proben wurden in TSR-Probenpuffer der Firma Applied Biosystems
aufgenommen. Die Proben wurden für 2 min bei 90°C denaturiert und in einem 6 %-igen
„Performance Optimized Polymer“ (POP6) mit 8 % Harnstoff aufgetrennt. Die
Kapillarelektrophorese erfolgte in einer unbeschichteten Kapillare (∅ 51 µm) bei 12,5 kV und
einer Temperatur von 50 °C für ca. 135 min. Anleitungen zum POP6 findet man im „User
Bulletin 310 POP6“ (Perkin Elmer, 1996). Die Software ist beschrieben im „User Bulletin
ABI Prism 310 Genetic Analyzer“ (PE Applied Biosystems, 1997).
Terminator-Premix:
1,58 µM A-DyeDeoxy
94,74 µM T-DyeDeoxy
0,42 µM G-DyeDeoxy
78,95 µM C-DyeDeoxy
78,95 µM dITP
15,79 µM dCTP
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15,79 µM dTTP
15,79 µM dATP
169,42 mM Tris/HCl pH 9,0
4,21 mM (NH4)2SO4
42,1 mM MgCl2
0,42 U/µl AmpliTaq-Polymerase
2.9.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Mutationen in der Rezeptorchimären-cDNA
wurden mittels PCR-Technik [96] eingefügt. Als DNA-Matrize diente der Vektor pSVL-EG.
Synthetische Oligonukleotide, die spezifisch an die EG-cDNA binden, dienten als „Primer“
für die Vent-DNA-Polymerase.
Die Reaktionsansätze wurden wie folgt angesetzt:
1-10 ng DNA-Matrize
0,1-0,5 nmol Primer
1 µl dNTPs (je 250 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
0,5 U Vent-DNA-Polymerase
ad 20µl H2O
Die Reaktionsansätze wurden mit Mineralöl überschichtet. Vor der Zugabe des Enzyms
erfolgte eine erste Denaturierung der doppelsträngigen DNA bei 94°C für 5 min.
Anschließend wurden folgende Schritte im Thermocycler durchgeführt:
1 min 94°C erste Denaturierung
2 min 44°C Primer-Bindung
2 min 72°C Extension
5 min 72°C letzte Extension
Es wurden 20-30 Zyklen durchlaufen.
2.10 Herstellung von Oligonukleotiden
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.
2.11 Expression von GST-Fusionsproteinen
Zur Proteinexpression wurde der E. coli-Stamm BL21DE3pLysS genutzt. Die Expression
erfolgte nach Herstellerangaben (GST Gene Fusion System; Amersham Pharmacia Biotech;
Freiburg) mit folgenden Modifikationen. Die Hauptkultur (250 ml in einem 1000 ml-
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Schüttelkolben) wurde im Schüttelinkubator bei 200 UPM und 37°C Luftbadtemperatur bis
zu einer OD600 1,0-1,3 inkubiert. Nach der Induktion mit IPTG wurde weitere 5-6 Stunden bei
200 upm und 25°C Luftbadtemperatur inkubiert.
2.12 Transiente Transfektion von COS7-Zellen
Verwendet wurde eine modifizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran. COS7-
Zellen einer 80-100% konfluenten Zellkulturschale wurden zweimal mit PBS gewaschen.
Dann wurde das vorbereitete Transfektionsgemisch auf die Schale gegeben. Dieses
Transfektionsgemisch besteht aus zwei Komponenten: (a) 5 ml DMEM ohne FKS + 7,5 µl
DNA (1mg/ml) und (b) 2,5 ml DMEM ohne FKS + 6µl Chloroquin (100 mM) + 60 µl DEAE-
Dextran (50 mg/ml). Beide Komponenten (a) und (b) werden zuerst getrennt voneinander
angesetzt, dann gemischt und schließlich auf die Zellen gegeben. Unter Unterdrückung des
Gasaustausches (luftdicht verschließen) wurden die Zellen 90 min bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluß wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 min mit 10% DMSO in PBS geschockt
und dann zweimal mit PBS gewaschen. Nun wurden die Zellen mit DMEM + FKS inkubiert.
Nach 18 h konnten die Zellen 1:3 gesplitten und weitere 24 h in DMEM + FKS gehalten
werden.
2.13 Transiente Transfektion von HepG2 Zellen
Für Reportergen-Assays wurden HepG2-Zellen transient mit der Calcium-Phosphat-Methode
transfiziert. Dazu wurden 24 h vor der Transfektion die konfluent bewachsenen Schalen 1:8
oder 1:10 gesplittet. Das Medium wurde 30 min vor der Transfektion von DMEM/NUT-MIX-
F12 nach DMEM gewechselt. Die zur Transfektion verwendete Calcium-Phosphat DNA-
Lösung setzt sich aus 20 µg DNA, 62 µl 2 M CaCl2 und 500 µl 2 x HBS in 10 ml DMEM
zusammen. Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 18 h mit PBS gewaschen und
in DMEM/NUT-MIX-F12 weiterkultiviert.
2 x HBS:
10 g/l HEPES
16 g/l NaCl
0,74 g/l KCl
0,25 g/l NaH2PO4xH2O
2 g/l Glukose
Der pH-Wert der Lösung wurde mit NaOH auf exakt 7,05 eingestellt.
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2.14 Kernextraktion aus COS7-Zellen
Transient transfizierte COS7-Zellen wurden drei Tage nach der Transfektion mit 7 U Epo/ml
für 15 min stimuliert, zweimal mit kaltem PBS (plus 100 µM Na3VO4) gewaschen und mit
einem Gummischaber von der Platte gelöst. Die Behandlung unstimulierter Zellen erfolgte
analog. Die Kernextraktion erfolgte nach Andrews und Faller [97]. Die Zellen wurden in ein
Reaktionsgefäß überführt und 10 sec bei 10000 upm sedimentiert. Das Zellsediment wurde
anschließend in 400 µl Puffer A aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Der Aufschluß
der Zellen erfolgte  durch starkes Schütteln für 10 sec. Nach erneuter kurzer Zentrifugation
wurde das Sediment in 100 µl Puffer C aufgenommen und 20 min auf Eis inkubiert, 2 min
zentrifugiert und der Überstand, der die Kernproteine enthielt, in ein neues Eppendorf-Gefäß
überführt. Der Proteingehalt konnte mit dem BioRad Protein-Assay bestimmt werden.
Puffer A: Puffer C:
10 mM Hepes-KOH, pH 7,8 20 mM Hepes-KOH, pH 7,8
1,5 mM MgCl2 1,5 mM MgCl2
10 mM KCl 420 mM NaCl
0,5 mM DTT 0,2 mM EDTA
0,2 mM PMSF 25 % Glycerin
1 mM Na3VO4 0,5 mM DTT
0,2 mM PMSF
1 mM Na3VO4
2.15 Proteinbestimmung nach Bradford
Zum quantitativen Nachweis gelöster Proteine wurde ein Test der Firma BioRad (München)
verwendet. Das Prinzip der Bestimmung basiert auf der von Bradford [98] beschriebenen
Methode. Für die Kalibrationsgerade bzw. zur Probenbestimmung wurde eine Verdünnung
von 0-12 µg BSA bzw. 5 µl der Testlösung in 800 µl Wasser und 200 µl der BioRad
Gebrauchslösung hergestellt. Die Proben wurden gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die
Proteinkonzentration konnte mit Hilfe der OD595-Messung bestimmt werden.
2.16 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA
Mit Hilfe des Klenow-Enzyms konnte doppelsträngige DNA mit überhängenden 5’-Enden
radioaktiv markiert werden. Die Reaktionsdauer betrug 30 min bei RT. Die Trennung der
radioaktiv markierten DNA von den noch freien Nukleotiden erfolgte mit dem „Qiaquick
Nukleotide Removal Kit“ der Firma Qiagen (Hilden).
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Markierungsansatz:
2,5 pmol DNA (2,5 pmol/µl)
6 µl 10 x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim)
1 µl dCTP (0,5 mM)
1 µl dGTP (0,5 mM)
1 µl dTTP (0,5 mM)
45,5 µl H2O
2 µl [α 32P]dATP
2,5 µl Klenow-Enzym (5 U)
In allen Reaktionen zur STAT1- und STAT3-Aktivierung wurde das doppelsträngige
„m67SIE“-Oligonukleotid eingesetzt. Die DNA-Sequenz enthält das sis-induzierbare-Element
des humanen c-fos-Promotors, welches so mutiert wurde, daß es die Transkriptionsfaktoren
STAT1 und STAT3 mit gleich hoher Affinität bindet (78):
„SIE“ 5‘-GATTGACGGGAACTG-3‘
„m67SIE“ 5‘-GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG-3‘
3‘-GCCCTCCCTAAATGCCCTTTACGACTTAA-5‘
2.17 Elektrophoretischer-Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA)
5 µg der unter 2.13 beschriebenen Kernextrakte wurden mit dem Reaktionsansatz gemischt
und 1 µl der radioaktiv markierten Sonde (auf 5000 cpm/µl eingestellt) zugegeben. Als Sonde
diente das doppelsträngige „m67SIE“-Oligonukleotid aus dem c-fos-Promotor. Der Ansatz
wurde 5 min bei RT inkubiert und anschließend auf ein 4,5 %-iges natives Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 4 h bei 200 V bei einer Gellänge von 20 cm. Der
Laufpuffer wurde dabei durch eine Pumpe umgewälzt. Nach einer Laufstrecke von 12 cm
mußte die Pumpe ausgeschaltet und die Elektrophorese ohne Umwälzung noch für eine
Laufstrecke von 3,5 cm laufen gelassen werden. Die freie Probe läuft in diesem Fall aus dem
Gel in den unteren Reservoirtank der Elektrophoresekammer. Nach der Elektrophorese wurde
das Gel für 30-60 min fixiert, auf ein 3 MM Whatman-Papier überführt, 1 h getrocknet und
einer Autoradiographie unterzogen.
5 x Gelshift-Puffer:
50 mM Hepes-KOH, pH 7,8
5 mM EDTA
25 mM MgCl2
50 % V/V Glycerin
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Reaktionsansatz für eine Probe (Vges.= 20 µl)
5 µg Kernextrakt
4 µl 5 x Gelshift-Puffer
0,1 µl 1M DTT
0,2 µl 200 mM PMSF
1 µl Poly(dI-dC)-Poly(dI-dC) (Stammlösung: 1 mg/ml)
2 µl BSA (Stammlösung: 10 mg/ml)
ad 20 µl H2O
Gellösung:
6,75 ml Acrylamid-Stammlösung
5,25 ml Glycerin 86 %
3 ml 5 x TBE
45 ml H2O
400 µl 10 % APS
40 µl TEMED
Laufpuffer:
0,25 x TBE
2.18 Herstellung von Zell-Lysaten
Zu lysierende COS7-Zellen wurden zunächst zweimal mit kaltem PBS/Vanadat gewaschen
und mit einem Gummischaber von der Platte gelöst. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(2 min, 1200 upm) und in 300 µl IP-Puffer aufgenommen. Nach einer Inkubation von 30 min
auf Eis wurde 1 min geschüttelt und zentrifugiert (5 min, 10000 upm). Die Überstände
wurden in neue Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt.
IP-Puffer:
0,5 % Triton-X100
10 % Glycerol
50 mM Tris/HCl pH 8,0
200 mM NaCl
0,1 mM EDTA
2.19 Immunpräzipitation
Die Immunpräzipitation erfolgte nach den Standard-Vorschriften von Harlow und Lane [99].
Die Zellysate wurden mit 50 µl Pansorbin (Colbiochem, La Jolla, CA, USA), welches zuvor
zweimal mit IP-Puffer gewaschen wurde, versetzt und 1 h bei 4 °C im Über-Kopf-Schüttler
rotiert. Dabei konnten die unspezifischen ProteinA-Bindungen abgesättigt werden. Die Lysate
wurden anschließend 10 min bei 13.000 upm zentrifugiert und die Überstande in neue
Eppendorf-Gefäße überführt. Danach erfolgte die Zugabe des Antikörpers und die erneute
Inkubation im Über-Kopf-Schüttler für 16 h bei 4 °C. Anschließend wurden die Zellysate
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wiederum zentrifugiert. Zur Fällung der Antigen-Antikörper-Komplexe wurde in IP-Puffer
gequollene (5 mg/100 µl) und mit einem entsprechenden IgG-Antiserum (Dako, Dänemark)
abgesättigte Protein A-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) zugegeben (100 µl/Ansatz). Nach
Inkubation bei 4 °C für 1 h wurde die Sepharose bei 13000 upm für 1 min sedimentiert,
viermal mit IP-Puffer gewaschen und in 50 µl Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Die
Proteine konnten nun durch Erhitzen auf 95 °C für 5 min von der Sepharose getrennt und der
Überstand nach kurzer Zentrifugation abgenommen werden.
2.20 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Auftrennung von Proteinen wurde, wenn nicht anders angegeben, eine diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (7 % PPA) nach Laemmli durchgeführt [100].
Acrylamidlösung: 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Trenngel: 7,34 ml aqua dest.
3,36 ml Acrylamidlösung
3,8 ml 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
75 µl 10 % SDS
15 µl TEMED
75 µl 20 % APS
Sammelgel: 4 ml aqua dest.
0,6 ml Acrylamidlösung
313 µl 2 M Tris/HCl pH 6,8
25 µl 10 % SDS
5 µl TEMED
40 µl 20 % APS
Elektrodenpuffer: 25 mM Tris Base
192 mM Glycin
0,1 % SDS
Die Elektrophorese erfolgte für 16 h bei konstanter Spannung von 60 V oder 2 h bei
konstanter Stromstärke von 35 mA.
2.21 Coomassie-SDS-Gel Färbung
Mit der Coomassie-Färbung können Proteinmengen bis zu 100 ng nachgewiesen werden. Die
Färbung beruht auf der unspezifischen, lipophilen Anlagerung des Coomassie-G250-
Farbstoffes an die Proteine. Das Polyacrylamidgel wurde eine Stunde bei Raumtemperatur in
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Coomassie-Färbelösung eingefärbt. Bei der anschließenden Entfärbung bleibt der Farbstoff
nur an die Proteine gebunden.
Coomassie-Färbelösung:
0,25 % Coomassie Blue G250
10 % Essigsäure
30 % Isopropanol
Entfärbelösung:
10 % Essigsäure
30 % Methanol
2.22 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran durch das „Western-Blot-
semidry“-Verfahren
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion auf eine PVDF-Membran
übertragen. Dazu diente das „Western-Blot-semidry“-Verfahren [99]. Es wurden insgesamt 15
3MM Whatman-Papiere und die PVDF-Membran genau auf die Gelgröße zugeschnitten. Die
PVDF-Membran mußte für 5-7 sec in 100  % Methanol getaucht, weitere 5 min gewässert
und dann für 15 min in Anoden-Puffer-II äquilibriert werden. Das Gel wurde für mindestens 5
min in Kathoden-Puffer äquilibriert. Nach kurzem Tränken der Whatman-Filter mit den unten
angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des Blots:
1. Graphitplatte, bildet Anode
2. 6 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-I
3. 3 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-II
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer-II
5. Polyacrylamidgel äquilibriert in Kathoden-Puffer
6. 6 Whatman-Filter getränkt mit Kathoden-Puffer
7. Graphitplatte, bildet Kathode
Die oben aufgeführten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für 1 h bei einem
Andruckgewicht von 1 kg.
Anodenpuffer-I:
0,3 M Tris Base
20 % Methanol
Anodenpuffer-II:
0,025 M Tris Base
20 % Methanol
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Kathodenpuffer:
0,4 M 6-Aminohexansäure
20 % Methanol
2.23 Detektion präzipitierter Proteine mit Hilfe eines Immunblots
Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden die freien Bindungsstellen
30 min mit 10 % BSA in TBS-N blockiert, die Membran zweimal für 15 min mit TBS-N
gespült und 1 h bei RT oder 16 h bei 4°C mit einer 1:2000 Verdünnung eines entsprechenden
Antikörpers in TBS-N inkubiert. Nach zwei kurzen Spülschritten und dreimaligem Waschen
für 1 x 15  min und 2 x 10 min erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten
Antikörper in einer Verdünnung von 1:2000 in TBS-N für 30-60 min bei RT. Das
überschüssige Antiserum wurde durch zweimaliges Spülen und erneute Waschschritte für 2 x
15 min mit TBS-N entfernt. Die Proteine konnten in einer anschließenden ECL-Reaktion
(Amersham, Braunschweig) detektiert werden.
TBS-N:
2,42 g/l Tris Base
8 g/l NaCl
3,81 ml/l 1 M HCl pH 7,6
0,1 %v/v Nonidet P-40
2.24 Northern-Blot Analyse
Die Gesamt-RNA von kultivierten Ba/F3-Zellen wurde mit dem Qiagen total-RNA-Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben gewonnen. Gelelektorphorese und
Northern-Blot Analyse wurden wie beschrieben [101] mit 10 µg Gesamt-RNA durchgeführt.
Für die radioaktive Markierung von cDNA-Sonden wurde das Random-Priming-Kit
(Boehringer Mannheim, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet.
2.25 Proteinpräzipitation mit biotinylierten Peptiden
Zu Zell-Lysaten wurden 3-8 µg eines biotinylierten Peptids zugegeben und für 4h oder über
Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert. Nach dem Präzipitieren des Peptids durch die
Zugabe von immobilisiertem NeutrAvidin (PIERCE, Rockford, IL, USA) (5mg/100µl) für 1h
bei 4°C, wurde das Präzipitat dreimal mit 500µl Bindungspuffer gewaschen und in 30 µl
2×Laemmli aufgenommen. Das Präzipitat wurde durch Western-Blot-Analyse (2.20) mit
entsprechenden Antikörpern analysiert.
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2.26 Bindung von GST- SOCS3/23-151 an biotinylierte Peptide
Die Bindung von GST-SOCS3/23-151 an Phosphotyrosin-Peptide wurde durch Peptid-
Präzipitation nachgewiesen. Hierzu wurden 3-5 µg des gereinigten Proteins mit 3-8 µg des
biotinylierten Peptids in 500 µl Bindungspuffer für 1h bei 4°C im Überkopfschüttler
inkubiert. Nach dem Präzipitieren des Peptids durch die Zugabe von immobilisiertem
NeutrAvidin (PIERCE, Rockford, IL, USA) (5mg/100µl) für 1h bei 4°C, wurde das Präzipitat
dreimal mit 500 µl Bindungspuffer gewaschen und in 30 µl 2×Laemmli aufgenommen. Das
präzipitierte GST-SOCS3/23-151 wurde durch Western-Blot-Analyse (2.20) mit einem GST-
Antikörper nachgewiesen.
Bindungspuffer :
10 mM HEPES/KOH, pH7,5
150 mM NaCl
1 % Brij 96
2 mM EDTA
5 mM 2-Mercaptoethanol
2.27 Reportergen-Assays
Zur Analyse genregulatorischer Eigenschaften von Proteinen wurden Reportergen-Assays
eingesetzt. Ein Reportergen Konstrukt enthält neben einer Promotorsequenz das kodierende
Gen für das Reporterprotein. Das Reportergen-Konstrukt wurde transient in humane
Hepatomazellen (HepG2) transfiziert. Indirekt konnte dann über die Messung der
Reporterenzym-Aktivität die Expressionstärke des Reportergens bestimmt werden. Die
Genauigkeit der in Reportergensystemen gemessenen Aktivitäten wird durch verschiedene
Faktoren, wie  z.B. Unterschiede von Zellkulturschale zu Zellkulturschale, Anzahl und
Zustand der kultivierten Zellen, Transfektionseffizienz, Zell-Lyse und Pipettierungenauig-
keiten bestimmt. Deshalb wurde neben dem experimentellen Reportergenplasmid noch ein
Kontrollreportergenplasmid, das eine konstitutive Expression der β-Galaktosidase (pCH110,
Phamacia) bewirkt, kotransfiziert.
2.27.1 Ernte transfizierter Zellen für Reportergen-Assays
Mit der Calcium-Phosphat-Methode transifizierte HepG2-Zellen wurden einen Tag nach der
Transfektion für weitere 16h mit (stimulierte Zellen) oder ohne (unstimulierte Zellen) Zytokin
weiterkultiviert. Anschließend wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und die Zellen lysiert. Zur Zelllyse wurde der Reporter Lysis Puffer der Firma
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Promega (Madison, Wisconsin, USA), der für Luciferase- und β-Galaktosidase-
Reporterenzym-Assays geeignet ist, nach Herstellervorschriften verwendet.
2.27.2 Luciferase-Assay
Sowohl die Zell-Lyse der HepG2-Zellen als auch der Luciferase-Assay wurden mit dem Kit
(Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer) der Firma Promega nach
Herstellervorschriften durchgeführt. 20 µl der aus der Zell-Lyse erhaltenen Zellextrakte
wurde in einer lichtundurchlässigen 96er-Lochplatte mit 100 µl Assay Reagent des Kits
versetzt, woduch die von der Luciferase katalysierte Reaktion gestartet wurde. Die Luciferase
des Leuchtkäfers, Photinus pyralis (Firefly Luciferase) oxidiert ihr Substrat Luciferin zu
Oxyluciferin und bei dieser Reaktion wird Licht emittiert. Normalerweise verläuft die
Reaktion über das Enzymintermediat Luciferyl-AMP und klingt recht schnell ab. Wird jedoch
Coenzym A (CoA) zugegeben, so entsteht anstatt Luciferyl-AMP Luciferyl-CoA, die
Reaktion erreicht nach wenigen Sekunden ihr Maximum und bleibt über einen Zeiutraum von
60 Sekunden stabil. Mit dem Gerät „Microlumat 96 P“ der Firma EG&G Berthold (Bad
Wildbad) wurde die Lumineszenz gemessen. Die erhaltenen Werte wurden mit den Werten
für die Transfektionseffizienz (β-Galaktosidase-Aktivität) korrigiert.
2.27.3 β-Galaktosidase-Assay
Um die Transfektionseffizeinz zu überprüfen, wurde das Kontrollreporterplasmid pCH 110
(Pharmacia) stets kotransfiziert. Die β-Galaktosidase-Aktivität wurde bestimmt, indem 100 µl
der Zell-Lysate mit 500 µl β-Galaktosidase-Puffer und 100 µl ONPG (1 mg/ml o-
Nitrophenylgalactosid), chromogenes Substrat der β-Galaktosidase, bei 37 °C inkubiert
wurde. Sobald eine leichte Gelbfärbung der Proben festzustellen war, wurde die Reaktion mit
250 µl 1M Na2CO3 gestoppt und die OD der Proben bei 420 nm bestimmt. Die β-
Galaktosidase-Aktivität errechnet sich dann wie folgt:
Aktivität=(OD420 x 6000)/ (Inkubationszeit in min)
β-Galaktosidase-Puffer:
60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
+ 386 µl β-Mercaptoethanol pro 100 ml Lösung
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2.28 Zellproliferationstest (XTT-Test)
Stabil transfizierte Ba/F3-Zellen wurden zweimal in DMEM ohne IL-3 gewaschen und
aufgenommen. Je 2x104 Zellen in 100 µl Medium wurden in eine 96er-Lochplatte ausgesät.
Zur Induktion des Zellwachstums wurden die Zellen mit 0,1-100ng IL-6/ml und 1 µg sIL-6R
inkubiert. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die kolorimetrische Quantifizierung der
lebenden und metabolisch aktiven Zellen mit Hilfe des Cell Proliferaiton Kit II (XTT)
(Boehringer Mannheim, Mannheim). Die Umsetzung von Tetrazoliumsalz XTT wurde nach
4-12 h Inkubation der Ba/F3-Zellen mit dem XTT-Reaktiongemisch spektralphotometrisch
bei 450 nm (Referenzwellenlänge 650 nm) im Mirkotiterplatten-Reader gemessen.
2.29 Durchflußzytometrie
Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitschritte wurden bei 4 °C und mit entsprechend
vorgekühlten Puffern durchgeführt: Ba/F3-Zellen wurden zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen. Etwa 106 Zellen wurden 30 min mit 2 µg eines monoklonalen gp130-Anitkörpers
in 0,5 ml FACS-Puffer inkubiert, gewaschen und die gp130-Antiköper mit einem PE-
konjugierten anti-Maus Serum gebunden. Nach erneutem Waschen in FACS-Puffer wurden
pro Ansatz 104 Zellen im FACScalibur (Becton Dickinson) analysiert.
FACS-Puffer:
5 % FCS
0,1 % NaN3
in PBS
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3 Ergebnisse
3.1 Signaltransduktion über die einzelnen zytoplasmatischen Rezeptor-Tyrosine
im gp130
3.1.1 Konstruktion und Expression der gp130 Mutanten
Einer der entscheidenden Schritte bei der Aktivierung von SHP2 und STAT Faktoren in der
IL-6 Signaltransduktion ist deren Rekrutierung an die zytoplasmatischen Phosphotyrosinreste
des Signaltransduktors gp130. Um die Rolle der einzelnen Tyrosin-Motive im Kontext des
gesamten zytoplasmatischen Teils des gp130 zu untersuchen, wurde eine Klonierungsstrategie
entworfen, die es erlaubte, alle möglichen intrazellulären gp130 Rezeptormutanten mit
Tyrosin  Phenylalanin Punktmutationen zu generieren. Dazu wurden im Rahmen der
Diplomarbeit [102] zwei gp130 DNA-Konstrukte hergestellt, die entweder alle sechs
zytoplasmatischen Tyrosin-Codons (gp130(YYYYYY)) oder eine Substitution aller Tyrosin-
zu Phenylalanin-Codons (gp130(FFFFFF)) enthalten. Zusätzlich beinhalten diese beiden
Konstrukte zwischen allen Tyrosinen- bzw. Phenylalanin-Positionen neue Erkennungsstellen
für Restriktionsenzyme, welche die Aminosäuresequenz des Rezeptors nicht verändern. Diese
Restriktionsstellen ermöglichen einen Austausch oder die Kombination von Tyrosin-Motiven
des gp130 zwischen beiden Rezeptormutanten und führte zu den im Material- und
Methodenteil beschriebenen add-back-Rezeptoren [102].
Die gp130 Rezeptormutanten, die stabil in die Ba/F3-Zellen transfiziert wurden, enthielten
entweder alle, keine oder nur einen einzelnen Tyrosinrest der im humanen Wild-Typ gp130
vorhandenen sechs zytoplasmatischen Tyrosine. Die stabil transfizierten, IL-3-abhängigen
Ba/F3-Zellen, welche kein endogenes gp130 exprimieren, wurden mit Hilfe der
Durchflußzytometrie auf die Oberfächenexpression der gp130 Rezeptormutanten überprüft.
Dazu inkubierte man die Zellen mit einem gegen die Extrazellulärdomäne von gp130
gerichteten Antikörper. Eine vergleichbare Expression aller Transfektanten konnte
nachgewiesen werden.
36                                                                                                                                  Ergebnisse
3.1.2 
STAT
Um di
STAT
A
O
D
T
ei
M
Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verschiedenen gp130 Mutanten und deren
berflächenexpression. A, gp130 Rezeptormutanten wurden generiert wie beschrieben in der
iplomarabeit von Jochen Schmitz [102]. Die Darstellung enthält die Position der resultierenden
yrosin  Phenylalanin Substitutionen, welche in die zytoplasmatische Domäne des Wild-Typ gp130
nfügt wurden (add-back-Mutanten). B, Die Oberflächenexpression der verschiedenen gp130
utanten in stabil transfizierten Ba/F3-Zellen wurde mit der FACS-Analyse mit einem spezifischen
ntikörper gegen die extrazellulär Domäne des gp130 überprüft.Die zytoplasmatischen Tyrosin-Motive im gp130 sind in der vermittelten
3-Aktivierung nicht äquivalent
e unterschiedlichen Fähigkeiten der einzelnen Tyrosin-Motive im gp130 bezüglich der
3 Aktivierung zu untersuchen, wurden die stabil transfizierten Ba/F3-Zellen, die gp130
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Mutanten exprimieren, mit IL-6/sIL-6R-Komplexen stimuliert. Kernextrakte dieser Zellen
wurden im EMSA mit DNA-Proben, die Bindungsstellen für STAT1 und STAT3 besitzen,
analysiert (Abb. 3.2). In Kernextrakten der untransfizierten Ba/F3-Zellen konnte keine DNA-
Bindungsaktivität festgestellt werden. Stimulation von Zellen, die das Wild-Typ gp130-
Rezeptor-Protein (gp130(YYYYYY)) exprimieren, führt zu einer Bildung von Protein-DNA
Komplexen, die STAT3 Homodimere und in einem geringeren Umfang STAT1 Homo- und
STAT1/STAT3 Heterodimere enthalten. Keine Protein-DNA Komplexe ließen sich in
Kernextrakten nachweisen, die von, stimulierten, die Rezeptormutante gp130(FFFFFF)
tragenden Ba/F3-Zellen stammten. Stimulation von stabil transfizierten Ba/F3-Zellen, die die
sechs Rezeptormutanten mit nur einen zytoplasmatischen Tyrosin exprimieren, zeigten einen
bemerkenswerten Unterschied in der STAT-Aktivierung. Die Mutanten, die die
membranproximalen Tyrosine Tyr683 oder Tyr759 enthalten, waren nicht fähig, eine Protein-
DNA-Komplexbildung von STAT-Faktoren zu vermitteln. Im Gegensatz dazu konnte eine
Induktion der STAT-DNA Bindung über die vier distalen Tyrosine (Tyr767, Tyr814, Tyr905,
Tyr915) im Kontext des gesamten zytoplasmatischen Teil des gp130-Rezeptor-Proteins
nachgewiesen werden. Interessanterweise war die Induktion der STAT-DNA-Bindung in
Abbildung 3.2: Induktion von STAT3-DNA Bindung durch die einzelnen STAT-Rekrutierungsstellen im
gesamten zytoplasmatischen Teil des gp130. Stabil tranfizierte Ba/F3-Zellen, die die abgebildeten gp130
Mutanten exprimieren wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R 15 min stimuliert. Nach der
Stimulation wurden aus den Zellen Kernextrakte gewonnen und mit einer radioaktiven m67SIE-Sonde
inkubiert. Anschließend erfolgte die Analyse der Protein-DNA-Komplexe im EMSA.
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Kernextrakten, vermittelt durch gp130(FFFFYF) oder gp130(FFFFFY) wesentlich
ausgeprägter, als die durch die Rezptormutanten gp130(FFYFFF) oder gp130(FFFYFF)
mediierte STAT-DNA-Bindung.
3.1.3 Kinetik der STAT3-DNA-Bindung und Phosphorylierung
Um die Kinetik der STAT3-Aktivierung über die einzelnen Tyrosine im Kontext des
gesamten gp130-Proteins zu untersuchen, wurde ein Zeit-abhängiges Experiment durch-
geführt. Ba/F3-Zellen, die die in Abb. 3.3 beschriebenen gp130-Rezeptormutanten stabil
Abbildung 3.3: Kinetik der STAT3-Aktivierung. A, Zellen wurden für die angegebenen Zeiten stimuliert
und die STAT3-Bindungsaktivität in nukleären Extrakten im EMSA analysiert wie in Abb. 3.2 beschrieben.
Die Pfeilespitzen markieren die STAT3-Homodimer/DNA-Komplexe. B, Zell-Lysate der stabil transfizierten
Ba/F3-Zellen wie unter Abb.3.1 beschrieben, wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt. Die auf PVDF-Membran transferierten Proteine wurden mit einem STAT3-P-Tyr705
(obere Reihe) spezifischen Antikörper (Ak) detektiert und mit einem spezifischen STAT3-Ak gegengefärbt
(untere Reihe).
Ergebnisse                                                                                                                                  39
exprimieren, wurden mit IL-6/sIL6R Komplexen bis zu 60 min stimuliert und die daraus
gewonnen Kernextrakte im EMSA auf STAT3-DNA-Bindungsaktivität überprüft (Abb. 3.3
A). Stimulation der Ba/F3-Zellen, die den WT-gp130 Rezeptor tragen, resultierte in einer
maximalen STAT3-DNA Bindung zwischen 20 und 30 min nach Zugabe des Zytokins. Für
die Rezeptormutanten gp130(FFYFFF), gp130(FFFYFF), gp130(FFFFYF) oder
gp130(FFFFFY) konnte gezeigt werden, daß sie eine schwächere STAT3-DNA-Bindung
vermittelten als gp130(YYYYYY), aber eine vergleichbare Kinetik der DNA-Bindung
aufwiesen.
Die STAT-Faktoren müssen für die DNA-Bindung tyrosinphosphoryliert sein. Die
Phosphorylierung führt zur Ausbildung von Homo- und Heterodimeren. Die
Tyrosinphosphorylierung von STAT3, die über gp130 Rezeptormutanten initiiert wurde,
sollte im Western-Blot mit einem spezifischen Antikörper gegen das Tyr705-phosphorylierte
STAT3 untersucht werden (Abb. 3.3 B). Die Fähigkeit der individuellen Rezeptormutanten
eine STAT3-Tyrosinphosphorylierung zu vermitteln, ist mit der DNA-Bindung von STAT3
nach der Stimulation der Rezeptormutanten-tragenden Ba/F3-Zellen zu vergleichen. Eine
starke STAT3 Tyrosinphosphorylierung war in Ba/F3-Zellen zu finden, die den Wild-Typ
Rezeptor stabil exprimierten. Ba/F3-Zellen, die die Rezeptormutanten gp130(FFYFFF) oder
gp130(FFFYFF) tragen, zeigten eine schwächere STAT3-Tyrosinphoshorylierung als die
Zellen, die gp130(FFFFYF) oder gp130(FFFFFY) exprimieren. Diese Experimtente
demonstrieren, daß die vier distalen Tyrosine (Tyr767, Tyr814, Tyr905, Tyr915) im Kontext des
gesamten gp130-Rezeptorproteins unterschiedliche Potentiale für die STAT3-Aktivierung
besitzen.
3.1.4 Genindukiton über die einzelnen Tyrosine des aktivierten gp130 Rezeptors
STAT3 ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung von Akutphase-
Protein(APP)-Genen [1]. Über die Bindung an enhancer-Sequenzen von Promotoren wirkt
dieser Transkriptionsfakter auf die APP-Gene [103]. In Reportergen-Assays sollte die
Kapazität der Rezeptormutanten zur Aktivierung von APP-Gen-Promotoren in der humanen
Hepatom Zell-Linie HepG2 untersucht werden. Chimäre Rezeptoren, die den extrazellulären
Teil des Epo-Rezeptors und die Transmembran- sowie die zytoplasmatische Domäne des
gp130 besitzen (EG-Rezeptoren), erlaubte unabhängig vom endogenen gp130 die Induktion
der IL-6-Signaltransduktion in HepG2-Zellen. Die chimärenen EG-Rezeptoren zeigten ein
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gleiches Verhalten bei der Vermittlung der STAT-DNA-Bindung wie die gp130
Rezeptormutanten in den stabil transfizierten Ba/F3-Zellen (Die Ergebnisse sind nicht
gezeigt). Die EG-add-back-Rezeptormutanten wurden in Reportergen-Assays mit einem α2-
Makroglobulin- (Abb. 3.4 A) oder  α1-Antichymotrypsin-Promoter/Reporterkonstrukt (Abb.
3.4 B) in HepG2-Zellen analysiert.
Abbildung 3.4: Akutphase-Protein-Gen-Promoter-Induktion durch aktivierte gp130-Rezeptormutanten.
HepG2 Zellen wurden transient mit Vektoren transfiziert, die die chimären Rezeptormutanten, welche
den extrazellulären Teil des Epo-Rezeptors und die Transmembran- sowie die zytoplasmatische Domäne
von verschiedenen gp130 Rezeptormutanten (siehe Abb.) kodieren. Alle Zellen wurden mit einem α2-
Macroglobulin-Promotor-Luciferase-Genreporterkonstrukt (A) oder mit einem  α1-Antichymotyrpsin-
Promotor-Luciferase-Genreporterkonstrukt (B) und zusätzlich mit einem für die β-Galaktosidase
kodierenden Kontrollvektor kotransfiziert. Drei unabhängige Transfektionen wurden für jede
Kombination von Vektoren durchgeführt.
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Die Aktivierung des EG(YYYYYY)-Rezeptors führte zu einer 18-fachen Erhöhung der
Reportergen-Induktion. Die Rezeptormutanten, die nicht befähigt waren, eine STAT3
Aktivierung zu vermitteln, führten auch nicht zu einer Induktion des Reportergens. Die
Aktivierung des α2-Makroglobulin Promotors in Zellen, die mit den Vektoren für die
Rezeptoren EG(FFYFFF) oder EG(FFFYFF) transfiziert wurden, war leicht reduziert.
Überraschenderweise war die Reportergen-Aktivierung über die Rezeptoren, die nur die
Tyr905 oder Tyr915 enthielten, stärker als bei dem Wild-Typ-Rezeptor und gegenüber der Gen-
Induktion in unstimulierten Zellen bis zu 40-fach erhöht.
Darüberhinaus wurden Reportergen-Assays durchgeführt, bei denen vor dem Reportergen
Luciferase der Promotor des APP-Gens α1-Antichymotrypsin fusioniert war (Abb. 3.4 B). Die
Ergebnisse, die man bei diesen Experimenten erhielt, sind vergleichbar zu denen, die mit dem
α2-Macroglobulin-Promotergenkonstrukt erzielt wurden (Abb. 3.4 A). Aus diesen Daten läßt
sich schließen, daß die Rezeptormutanten, die eines der vier distalen Tyrosine enthalten,
unterschiedliche Fähigkeiten aufweisen, Akutphase-Protein-Promotoren zu aktivieren.
Außerdem muß ein inhibitorisch wirkender Tyrosinrest im zytoplasmastischen Teil von
gp130 enthalten sein, da die Tyrosine 905 und 915 eine höhere Gen-Induktion vermittelten als
der Wild-Typ Rezeptor mit seinen sechs zytoplasmatischen Tyrosinresten.
3.1.5 Einfluß von Tyr759 auf die Reportergen-Induktion der einzelnen Membran-
distalen Tyrosine von gp130
Um den Einfluß der SHP2-Rekrutierungstelle im gp130 auf die STAT-vermittelte Gen-
Induktion aufzuklären, wurden Rezeptormutanten generiert, die neben dem Tyr759 ein zweites
Tyrosin der noch fünf zytoplasmatischen Tyrosine des gp130-Proteins enthielten (Abb. 3.5
A). Diese Rezeptormutanten wurden ebenfalls im Reportergen-Assay mit dem α2-
Macroglobulin Promotor-Luciferase-Konstrukt untersucht (Abb. 3.5 B). Stimulation von
HepG2-Zellen, die die chimären Rezeptoren EG(FYFFYF) oder EG(FYFFFY) exprimieren,
führten zu einer vergleichbaren Luciferase-Induktion wie in Zellen, die den Wild-Typ-
Rezeptor EG(YYYYYY) tragen. Dies weist auf einen negativen Einfluß des Tyr759 auf die
Gen-Induktion durch die distalen Tyrosin-Motive hin, da hier im Vergleich zu der 40-fachen
Erhöhung der Gen-Induktion bei den Rezeptormutanten EG(FFFFYF) oder EG(FFFFFY), die
Induktion nur ca. 15-fach erhöht war. Die Aktivierung von Rezeptoren, die keine STAT-
Bindungsstelle besitzen, führt zu keiner signifikanten Reportergen-Induktion. Die Induktion
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des α2M-Promotor-Luciferase-Reporters in Zellen, die die Rezeptoren EG(FYYFFF) oder
EG(FYFYFF) exprimieren, war stark reduziert, wenn man sie mit der Induktion durch den
Rezeptor EG(YYYYYY) vergleicht. Dies demonstriert, daß das Tyr759 auf alle vier distalen
Tyrosine einen negativ regulatorischen Einfluß ausübt.
Abbildung 3.5: Einfluß von Tyr759 auf die Induktion des α2-Macroglobulin-Promotor-Reporter-Gens. A,
Schematische Darstellung von verschiedenen gp130-Mutanten, die die extrazelluläre Domäne des murinen
EpoR und die Transmembran- sowie intrazelluläre Domäne der gp130 YF Mutanten mit dem Tyr759 und
einem zweiten zytoplasmatischen Tyrosin besitzen. B, HepG2 Zellen wurden transient mit Konstrukten, die für
chimäre Rezeptoren kodieren, transfiziert. Transfektion und Bestimmung der induzierten Luciferase-
Expression wurden wie in der Legende zu Abb. 3.4 beschrieben durchgeführt.
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3.1.6 Induktion der Zellproliferation über die unterschiedlichen Tyrosin-Motive
des gp130
Die Proliferation von Ba/F3-Zellen, die gp130 exprimieren, kann durch die Stimulation mit
IL-6/sIL-6R-Komplexen induziert werden [28]. Bis jetzt sind nur wenige Daten bezüglich der
Rolle der einzelnen Tyrosine im kompletten gp130 für die IL-6-induzierte Proliferation
bekannt. Deshalb wurde das Wachstum von stabil transfizierten Ba/F3-Zellen, die wie in Abb.
3.1 beschrieben unterschiedliche gp130 Rezeptormutanten exprimieren, untersucht. Die
Stimulation der Zellen erfolgte mit verschiedenen Konzentrationen des IL-6/sIL-6R-
Komplexes für die Dauer von 72 h. Danach wurden die lebenden und metabolisch aktiven
Zellen quantifiziert (Abb. 3.6 A). Es konnte keine Proliferation von untransfizierten Zellen
beobachtet werden. Zellen, die eine gp130 Mutante exprimieren, der alle zytoplasmatischen
Tyrosinreste fehlen (gp130(FFFFFF)), sowie gp130(YFFFFF) oder gp130(FYFFFF) tragende
Zellen, proliferierten ebenfalls nicht. Im Gegensatz dazu konnte eine dosisabhängige
Proliferationsantwort bei gp130(YYYYYY) Transfektanten beobachtet werden. (Abb. 3.6 A,
Dreiecke). Die stabil transfizierten Ba/F3-Zellen, die Rezeptormutanten tragen, die eines der
vier distalen Tyrosinreste besitzen und somit in der Lage sind, eine STAT3-Aktivierung zu
vermitteln, zeigen ebenso eine dosisabhängige IL-6-Wachstumsstimulation. In mehreren
unabhänigen Experimenten konnte gezeigt werden, daß die Rezeptoren gp130(FFFYFF) und
gp130(FFFFFY) schwächere Signaltransduktoren in Hinsicht auf die IL-6/sIL-6R induzierte
Proliferation sind (Abb. 3.6 A, unten ) als das Wild-Typ gp130-Rezeptor-Protein (Fig.6A,
oben). Dies weist daraufhin, daß die Menge an aktivierten STAT3-Faktoren nicht mit der
Wachstumsaktivität korrellierten. Um zu zeigen, daß alle Zellen primär gleich potent in der
Proliferation sind, wurden die unterschiedlichen Ba/F3-Zell-Linien mit konditioniertem
Medium inkubiert (Abb. 3.6 B). Ein Unterschied in der IL-3-abhängigen Proliferation der
stabil transfizierten Ba/F3-Zellen konnte nicht gefunden werden.
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 3.6: Proliferation von Ba/F3-Zellen vermittelt über die einzelnen zytoplasmatischen Tyrosine im
ch 72 stündiger Stimulation mit steigenden Mengen IL-6 und konstanten Konzentrationen an sIL-6R
A] bzw. mit IL-3 haltigem Medium [B] wurde die Proliferation von stabil transfizierten Ba/F3-
schrieben in Abb.3.1) kolorimetrisch im XTT-Test gemessen. Jeder Wert repräsentiert den
 von drei unabhängigen Experimenten; Fehlerbalken sind die Standardabweichungen; BPV:
ertes Medium von X63AG-653 BPV-mIL-3 myeloiden Zellen als eine Quelle für IL-3.
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3.2 Einfluß der SHP2 auf die IL-6 Signaltransduktion
3.2.1 SHP2-Phosphorylierung in den Zell-Linen SHP2(Ex3 +/+) und
SHP2(Ex3 -/-)
Um zu zeigen, ob die SHP2 für die negativ regulatorischen Eigenschaften, die das Tyrosin
759 vermittelt, verantwortlich ist, wurde auf eine SHP2-defiziente Zell-Line zurückgegriffen.
In diesen immortalisierten embryonalen Fibroblasten (SHP2(Ex3 -/-)) ist das Exon 3 des für
die SHP2-kodierenden Gens deletiert worden. Dies führt zu einer 65 Aminosäuren langen
Deletion in der N-terminalen SH2-Domäne der SHP2 (SHP2(∆NSH2)) [104].
Um zu untersuchen, ob die deletierte SHP2 nach der Aktivierung der IL-6-Signalkaskade
phosphoryliert wird, wurde das Protein mit einem spezifschen Antikörper immunpräzipitiert
und im Western-Blot auf Expression bzw. Phosphorylierung hin analysiert. Eine
Phosphorylierung der SHP2 nach Stimulation mit IL-6 konnte nur in Zellen beobachtet
werden, die den WT exprimieren (Abb. 3.7, oberer Teil). In der Gegenfärbung mit einem
Abbildung 3.7: 1x106 3T3-Fibroblasten der Zell-Line (SHP2(Ex3 +/+) oder (SHP2(EX3 -/-) wurden für 15
min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6R stimuliert. Nach der Herstellung der Zell-Lysate erfolgte eine
Immunpräzipitation mit einem gegen die SHP2-gerichteten Antikörper. Die Präzipitate wurden nach
Auftrennung mitteles SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran transferiert und im Western-Blot auf die
Tyrosinphosphorylierung mit einen Anti-Phosphotyrosin-Antikörper hin detektiert und mit der ECL-
Reaktion sichtbar gemacht (oberer Teil). Eine Gegenfärbung erfolgte mit einem spezifischen SHP2-
Antiköper. Die Laufhöhen der SHP2 bzw. der um die N-terminale SH2-Domäne verkürzten SHP2
(SHP2(∆NSH2)) sind mit Pfeilspitzen makiert.
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gegen die SHP2-gerichteten Antikörper kann man eine schwache Expression der
SHP2(∆NSH2) gegenüber der Wild-Typ SHP2 in den SHP2(Ex3 +/+)-Zellen beobachten
(Abb. 3.7, unterer Teil). Mit diesem Experiment ließ sich nachgeweisen, daß es in den
SHP2(Ex3 -/-)-Zellen nach Stimulation mit IL-6 nicht mehr zu einer Phosphorylierung der
SHP2 kommt.
3.2.2 Einfluß der SHP2 auf die STAT-Aktivierung
Die Mutation des Tyrosinrestes 759 im zytoplasmatischen Teil von gp130 zu Phenylalanin
führte in stabil transfizierten Ba/F3-Zellen zu einer längeren und stärkeren STAT1- und
STAT3-Aktivierung [62]. Da gezeigt wurde, daß das Tyr759 einen negativen Einfluß auf die
APP-Gen-Induktion besitzt, sollte mit SHP2-defizienten Zellen untersucht werden, welchen
Einfluß die SHP2 auf die STAT-DNA-Komplex-Bindung besitzt. Dazu wurde ein Zeitreihen-
experiment durchgeführt. Aus mit IL-6/sIL-6R-Komplexen stimulierten Zellen wurden
Kernextrakte hergestellt und im EMSA mit einer spezifischen DNA-Probe für STAT1 und
STAT3 analysiert (Abb. 3.8). Gegenüber der STAT-DNA-Aktivierung in Kernextrakten aus
Wild-Typ Zellen konnte eine stärkere und längere STAT-DNA-Bindung in den
Kernextrakten, die aus SHP2-defizienten Zellen stammen, beobachtet werden.
Abbildung 
SHP2(Ex3 -
Nach der S
Sonde inkub3.8: Induktion von STAT3-DNA-Bindung in SHP2-defizienten Zellen. SHP2(Ex3 +/+)- bzw.
/-)-Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R für die angegebenen Zeiten stimuliert.
timulation wurden aus den Zellen Kernextrakte gewonnen und mit einer radioaktiven m67SIE-
iert. Anschließend erfolgte die Analyse der Protein-DNA-Komplexe im EMSA.
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3.2.3 Gen-Induktion in SHP2-defizenten Zellen
Es stellte sich die Frage, ob die über die Rezeptormutante EG(YFYYYY) (3.3.4) beobachtete
erhöhte APP-Gen-Induktion abhänging von SHP2 ist. Um den Einfluß auf die Gen-Induktion
in den SHP2-defizienten Zellen zu untersuchen, wurden diese mit einem STAT3-responsiven
Promotor/Reportergen-Konstrukt (3xSIE-Luc) und dem chimären Rezeptor EG(YYYYYY)
transient transfiziert (Abb. 3.9). Eine Epo-Stimulation der SHP2(Ex3 -/-)-Zellen führte zu
einer bis zu 2,5-fach erhöhten Induktion der Luciferaseaktivität im Vergleich zu den Epo-
stimulierten Wild-Typ Zellen. Dieses Experiment zeigt, daß der fehlende negative
regulatorische Effekt der SHP2 an der erhöhten Gen-Induktion bei den unter 3.3.4
durchgeführten Rezportergen-Assays beteiligt ist.
Abbildung 3.9: 3T3-Fibroblasten (SHP2(Ex +/+) und SHP2(Ex3 -/-)) wurden mit Expressionsvektoren
für den chimären Rezeptor EG(YYYYYY), mit dem 3x-SIE-Luc Promotor-Luciferase-Genreporter-
Konstrukt und zusätzlich mit einem für die β-Galaktosidase kodierenden Kontrollvektor transfiziert. Die
Zellen wurden nach der Transfektion 16 h ohne oder mit 7 U/ml Epo kultiviert, lysiert und die Luciferase-
Aktivität gemessen. Die Werte wurden mit der Aktivtät der β-Galaktosidase-Aktvität normalisiert, um die
Transfektionseffizenzien zu korrigieren. Die Luciferaseaktivät in Zellextrakten von stimulierten Wild-Typ
Zellen wurden 100% gesetzt und die Luciferasewerte darauf bezogen. Die Daten sind als Durchschnitts-
werte mit der Standardabweichung von drei unabhänigen Experimenten angegeben.
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3.3 Repression des IL-6-Signalweges durch SOCS-Proteine
3.3.1 SOCS1 und SOCS3 sind potente Inhibitoren des IL-6-induzierten
Signalweges
Um herauszufinden, welche der IL-6-induzierten SOCS-Proteine mit der IL-6-stimulierten
Akutphase-Protein-Synthese in Leberzellen interferieren, wurde untersucht, ob die Expression
von SOCS1, SOCS2, SOCS3 oder CIS die APP-Gen-Induktion in humanen Hepatom Zellen
(HepG2) beeinflussen (Abb. 3.10). Die jeweiligen SOCS- bzw. CIS-cDNAs wurden
zusammen mit dem α2-Makroglobulin-Promotor/Reporter-Gen-Konstrukt und dem
Expressionsvektor für den chimären Rezeptor EG(YYYYYY) kotransfiziert. Stimulation mit
Erythropoietin führt zu einer 20-fach gesteigerten Luciferase-Expression in den transient
Abb
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(2µg
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Stanildung 3.10: SOCS1 und SOCS3 sind starke Inhibitoren der α2M-Gen-Promotor-Aktivierung. Humane
toma Zellen (HepG2) wurden mit Expressionsvektoren für den chimären Rezeptor EG(YYYYYY)
) sowie mit den entsprechenden Vektoren für die SOCS/CIS-Proteine (4 µg), mit dem α2-M-Promotor-
ferase-Genreporter-Konstrukt (2µg) und zusätzlich mit einem für β-Galaktosidase kodierenden
trollvektor (1,5µg) transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion 16 h ohne oder mit 7 U/ml Epo
viert, lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen. Die Werte wurden mit der Aktivtät der β-
ktosidase-Aktivität normalisiert, um die Transfektionseffizenzien anzugleichen. Die Luciferaseaktivät in
xktrakten von stimulierten Zellen, die nicht mit SOCS/CIS-cDNA transfiziert waren, wurden auf 100%
tzt und die andern Luciferasewerte dazu in Bezug gesetzt. Die Daten sind als Durschnittswerte mit der
dardabweichung von drei unabhängigen Experimenten angegeben.
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transfizierten Zellen, die den chimären Rezeptor in der Abwesenheit von SOCS bzw. CIS
exprimieren. Koexpression von SOCS1 oder SOCS3 führt zu einer starken Reduktion der
Akutphase-Protein-Gen-Promotor-Induktion. Ebenso sind die basalen Spiegel der Reporter-
Gen-Expression reduziert, was den Einfluß von SOCS1 und SOCS3 auch auf die basale
Transkription von unstimulierten Zellen zeigt. Im Gegensatz dazu haben SOCS2 und CIS nur
moderate Effekte. Somit sind nur SOCS1 und SOCS3 starke Inhibitoren der Akutphase-
Protein-Gen-Indukion über die IL-6 Signaltransduktion, nicht aber SOCS2 oder CIS.
3.3.2 Ein Fehlen des Tyr759 im gp130 führt zu einer verstärkten SOCS3-
Expression
Die Tyrosin-Phosphatase SHP2 wirkt der IL-6-induzierten Akutphase-Protein-Gen-Induktion
entgegen [42, 62, 105]. Es stellt sich die Frage, ob die Rezeptormutante, der die SHP2-
Rekrutierungsstelle fehlt, ebenso die IL-6-induzierte Expression von SOCS1 und SOCS3
negativ beeinflußt. Um das Wechselspiel der IL-6-Signaltransduktion-feedback-Inhibitoren
SOCS1, SOCS3 und SHP2 zu untersuchen, wurden Ba/F3-Zellen verwendet, die
gp130(YYYYYY) und die Rezeptormutanten, gp130(YFYYYY) oder gp130(FYFFFF) stabil
exprimieren (Abb. 3.11, A und B). In der Durchflußzytometrie wird deutlich, daß die Ober-
flächenexpression von gp130-Wild-Typ der gp130-Rezeptormutanten vergleichbar ist (Abb.
3.11 C). Stimulation von Zellen, die den Wild-Typ-Rezeptor gp130(YYYYYY) tragen, führt
zu einem raschen Anstieg der SOCS3-mRNA (Abb. 3.11 A). Die Daten wurden mit den
Expressionsspiegeln der Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-mRNA normalisiert
(Abb. 3.11 B). Es konnte keine Induktion von SOCS1-mRNA in Ba/F3-Zellen nach
Stimulation mit IL-6/sIL-6R-Komplexen gefunden werden. Die Stimulation von Zellen, die
einen Rezeptor exprimieren, der an der Stelle des Tyr759 ein Phenylalanin in der SHP2-
Rekrutierungsstelle tragen (gp130(YFYYYY)), zeigten erhöhte SOCS3-mRNA-Spiegel im
Vergleich zu Wild-Typ-Rezeptor-tragenden Ba/F3-Zellen. Das einzelne Tyrosin 759 im
zytoplasmatischen Teil von gp130 (gp130(FYFFFF)) war nicht in der Lage eine SOCS3-Gen-
Induktion zu vermitteln. Aus diesen Beobachtungen wird geschlossen, daß ein Vorhandensein
der SHP2-Rekrutierungsstelle der SOCS3-Genexpression entgegenwirkt.
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Abbildung 3.11: Tyrosin 759 in gp130 beeinflußt die SOCS3-Gen-Expression. Ba/F3-Zellen, die stabil
gp130(YYYYYY), gp130(YFYYYY) oder gp130(FYFFFF) exprimieren, wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1
µg/ml sIL-6R für die angegebenen Zeiten stimuliert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und im Northern-Blot
mit einer für SOCS3 bzw. Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) spezifischen Probe
analysiert (A). Die Radioaktivität wurde mit dem PhosphoImager (Storm840, Molecular Dynamics)
quantifiziert und die Werte für die SOCS3-mRNA mit denen der entsprechenden GAPDH-Signale
normalisiert (B). Die Oberflächenexpression der Rezeptormutanten wurde mit Hilfe der Durchflußzytometrie
mit einem gegen den extrazellulären Teil von gp130 gerichteten Antikörper kontrolliert. Eine vergleichbare
Expression konnte in allen Transfektanten festgestellt werden (C). Die Experimente wurden mit zwei
unabhängig von einander transfizierten Zell-Linien durchgeführt.
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3.3.3 SOCS3 ist ein starker Inhibitor der SHP2-Phosphorylierung
Um zu testen, ob SOCS3 der Phosphorylierung von SHP2 entgegenwirkt, wurden COS7-
Zellen transient mit SOCS3-codierenden Expressionvektoren transfiziert. Die SHP2-
Phosphorylierung konnte nach Stimulation mit IL-6/IL-6R-Komplexen im Western-Blot
untersucht werden (Abb. 3.12). Die Koexpression von SOCS3 führte zu einer reduzierten
SHP2-Phosphorylierung im Vergleich zu Zellen, die nicht mit SOCS3-cDNA transfiziert
worden waren. Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, daß SOCS3 Signal-
komponenten regulieren kann, die ebenfalls negative Regulatoren der IL-6 Signaltransduktion
sind.
Abbildung 3.12: Die Phosphorylierung von SHP2 w
transient mit Expressionsvektoren für SOCS3 wie an
die Zellen mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R für
folgte eine Immunpräzipitaion mit einem spezif
präzipitierten Proteine wurden in einer SDS-PAGE 
Anschließend erfolgte eine Immunoblotdetektion m
Antikörper (oberer Teil). Für die Beladungskontro
gerichteten Antikörper gegengefärbt (unterer Teil).ird durch SOCS3 beeinträchtigt. COS7-Zellen wurden
gegeben transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden
 15 min stimuliert und daraus Zell-Lysate hergestellt. Es
isch gegen die SHP2 gerichteten Antikörper. Die
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
it einem spezifisch gegen Phosphotyrosin gerichteten
lle wurde die Membran mit einem gegen die SHP2
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3.3.4 SOCS3 benötigt die SHP2-Bindungsstelle im gp130 für seine inhibitorsiche
Aktivität
SOCS1 interagiert mit der Kinasedomäne der aktivierten Jak2 [33, 75, 81]. Suzuki et al. [85]
beschreiben nur eine schwache Assoziation von SOCS3 mit Jak2. Im Gegensatz zu SOCS1
kann SOCS3 die Januskinase-Aktivität in vitro nicht inhibieren [75]. Um mehr über die
Wirkungsweise von SOCS3 zu erfahren, wurde getestet, ob die SOCS3-Aktivität abhängig
von der SHP2-Bindungstelle - dem Tyr759 - in gp130 ist. Dazu wurde die inhibitorische
Aktivität von SOCS1 und SOCS3 im Reportergen-Assay in Zellen untersucht, die die
chimären Rezeptoren EG(YYYYYY) oder EG(YFYYYY) exprimieren (Abb. 3.13). Die
Mutation von Tyr759 in gp130 zu Phenylalanin führte zu der erwarteten erhöhten APP-Gen
Induktion, die schon in 3.1.4 beschrieben wurde (vergleiche YYYYYY mit YFYYYY). Die
Expression von SOCS1 (Abb. 3.13 A, linker Teil) oder SOCS3 (Abb. 3.13 B, linker Teil)
führte zu einer reduzierten Luciferase-Aktivität nach der Aktivierung des Wild-Typ-Rezeptors
EG(YYYYYY). Interessanterweise ist SOCS3 im Gegensatz zu SOCS1 nicht in der Lage, die
APP-Gen-Indukiton in der Abwesenheit von Tyr759 (EG(YFYYYY)) zu inhibieren (Abb. 3.13
B, rechter Teil). Folglich benötigt SOCS3 - nicht aber SOCS1 - die SHP2-Bindungsstelle in
gp130 - d.h. Tyr759 - um seinen inhibitorischen Effekt auf die Akutphase-Protein-Induktion
auszuüben zu können.
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Abbildung 3.13: Tyrosin 759 in gp130 beeinflußt die Aktivität von SOCS3 aber nicht die von SOCS1. A,
Humane Hepatom-Zellen (HepG2) wurden mit 2µg eines Expressionvektors kodierend für EG(YYYYYY)
oder EG(YFYYYY), 2 µg SOCS1 cDNA, mit 2 µg α2-Macroglobulin-Promotor-Luciferase-Reporter-Gen-
Konstrukt und zusätzlich mit einem für β-Galaktosidase kodierenden Kontrollvektor (1,5µg) transfiziert. Die
Zellen wurden wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben behandelt. Die Luciferase-Expression wurde
mit der Luciferase-Aktivität in Zell-Lysaten von stimulierten HepG2-Zellen, die mit pRc/CMV-
EG(YYYYYY) transfiziert worden waren, normalisiert. B, Die HepG2-Zellen wurden wie unter A beschrieben
behandelt, aber mit dem Expressions - Vektor für SOCS3 - wie beschriftet - transfiziert. Die Werte sind mit der
Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten angegeben.
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3.3.5 SOCS3 wirkt über Tyrosin 759 im gp130 inhibitorisch auf die STAT-
Aktivierung
Um die Notwendigkeit von Tyr759 für die SOCS3-Aktivität weiter zu analysieren, sollte der
Einfluß von SOCS3 auf die STAT1/STAT3-Aktvierung - abhängig vom Tyrosinrest 759 in
gp130 - untersucht werden. Daher wurden COS7-Zellen mit der Wild-Typ EG(YYYYYY)
oder mit der mutierten EG(YFYYYY) chimären Rezeptor-cDNA gemeinsam mit steigenden
Mengen von SOCS3-cDNA transfiziert. Nach Stimulation der Rezeptoren wurden die STAT-
Tyrosinphosphorylierung im Western-Blot (Abb. 3.14, A und B) und die DNA-Bindung im
EMSA analysiert (Abb. 3.14, C). Es stellte sich heraus, daß SOCS3 in Anwesenheit von
Tyr759 besser der STAT3- (Abb. 3.14 A) und STAT1-Phosphorylierung (Abb. 3.14 B)
entgegenwirkt als in Abwesenheit des Tryosinrests 759. Vergleichbare Ergebnisse konnten im
EMSA (Abb. 3.14 C) beobachtet werden. Die vom Wild-Typ gp130 vermittelte STAT-
Aktivierung ist sensitiv gegenüber einer Expression von SOCS3. Im Gegensatz dazu ist die
STAT-Aktivierung durch die Rezeptormutante EG(YFYYYY) bedeutend weniger sensitiv bei
einer Kotransfektion von SOCS3. Eine Transfektion großer Mengen SOCS3-cDNA führt
jedoch auch in Zellen, die die Y759F Rezeptormutante exprimieren, zu einer reduzierten
STAT-Aktivierung. Zum Vergleich wurden die Experimente in Gegenwart von SOCS1
durchgeführt. Wieder führt nach Inkubation mit Epo eine steigende Menge von SOCS1-
cDNA zu einer herabgesetzten STAT3- und STAT1-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 3.14, D
und E) und DNA-Bindungsaktivität (Abb. 3.14 F). Die Leistungsfähigkeit von SOCS1 die
STAT-Aktivierung zu inhibieren, wird nicht durch die Mutation des Tyr759 im gp130
beeinflußt. Aus diesen Beobachtungen kann man schließen, daß die effiziente Inhibition der
STAT1- und STAT3-Aktivierung durch SOCS3, nicht aber durch SOCS1, den Tyrosinrest
759 im gp130 benötigt.
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Abbildung 3.14: Der inhibitorische Effekt von SOCS3 auf die STAT-Aktivierung wird über Tyr759 im gp130
vermittelt. COS7-Zellen wurden mit 5 µg des Vektors pSVL-EG(YYYYYY) oder pSVL-EG(YFYYYY) und
den angezeigten Mengen an SOCS3-cDNA transfiziert, mit 7U/ml Erythropoietin für 15 min stimuliert und
Kernextrakte daraus hergestellt. Gleiche Mengen der nukleären Extrakte (20 µg) wurden im Western-Blot auf
STAT3- (A) und STAT1-Phosphorylierung (B) mit für die STAT3- bzw. STAT1-phosphorylierten Formen
spezifischen Antikörpern untersucht. Zur Beladungskontrolle wurden die Blots mit spezifischen Antikörpern
gegen STAT1 oder STAT3 gegengefärbt (unterer Teil). Die DNA-Bindungsaktivität wurde im EMSA mit
einer STAT1/STAT3 spezifischen DNA-Probe untersucht (C). Banden, die STAT1- und STAT3-Homo- und
Heterodimeren entsprachen, sind angezeigt. Die Experimente sind ebenso mit den angegebenen Mengen an
SOCS1-cDNA durchgeführt worden. Die Analyse der STAT1- und STAT3-Tyrosinphosphorylierung (D und
E) sowie die DNA-Bindungsaktivität (F) wurden wie in A-C beschrieben durchgeführt.
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3.3.6 SOCS3 bindet an SHP2
Da die inhibitorischen Effekte von SOCS3 und SHP2 abhängig vom Tyr759 im gp130 sind,
war es von Interesse zu untersuchen, ob es eine direkte Interaktion zwischen der SHP2 und
SOCS3 gibt. Zu diesem Zweck wurde endogenes SHP2 aus Zell-Lysaten von COS7-Zellen,
die mit SOCS3-cDNA transfiziert worden waren, immunpräzipitiert (Abb 3.15). Die
Kopräzipitation von SOCS3 (Abb. 3.15, rechte Spur) zeigt eine Interaktion zwischen SHP2
und SOCS3. Die Präzipitation in anderer Richtung erfolgte mit einem Antikörper, der
spezifisch gegen das Flag-Tag von SOCS3 gerichtet ist. Nur eine sehr schwache Bande von
kopräzipitierter SHP2 konnte nach langer Expositionszeit festgestellt werden (nicht gezeigt).
Es ist sehr wahrscheinlich, daß der für die SOCS3-Präzipitation verwendete Antikörper die
SOCS3⋅SHP2-Komplex Bildung behindert. Die Assoziation von SOCS3 und SHP2 könnte
über die SH2-Domänen von SOCS3 oder SHP2 zustande kommen. Dazu müßten weitere
Untersuchungen durchgeführt werden.
Abbildung 3.15: Interaktion von SOCS3 und SHP2. COS7-Zellen wurden mit einem Expressionsvektor für
SOCS3 (20µg) transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden Zell-Lysate gewonnen und
Immunpräzipitationen ohne Antikörper (linke Spur),oder gegen Flag-Tag (mittlere Spur) oder gegen SHP2
(rechte Spur) gerichteten Antikörper durchgeführt. Die Präzipitate wurden einer SDS-PAGE unterzogen und
nach Transfer auf eine PVDF-Membran im Western-Blot auf SHP2 und SOCS3 hin analysiert.
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3.3.7 SOCS3 nicht aber SOCS1 bindet an Tyr759 im gp130-entsprechenden
Phosphotyrosin-Peptid
Da SOCS3 eine SH2-Domäne enthält, besteht die Möglichkeit, daß dieses Protein mit dem
Phosphotyrosinrest 759 in gp130 interagiert. Um dies zu untersuchen, wurden Zell-Lysate von
untransfizierten oder mit SOCS3-cDNA transfizierten Zellen hergestellt und mit Biotin-
konjugierten Peptiden inkubiert, die dem un- oder phosphorylierten Tyr759-Motiv (Y759,
Biotin-βA-TSSTVQYSTVVHSG und Y(P)759, Biotin-βA-TSSTVQpYSTVVHSG) aus
gp130 entsprechen. Die Präzipitation der Peptide erfolgte mit NeutrAvidin-gekoppelter
Agaraose. Im Western-Blot wurden die Präzipitate auf SOCS3 und SHP2 hin untersucht
(Abb. 3.16 A). Es konnte weder eine SOCS3- noch eine SHP2-Präzipitation mit
unphophoryliertem Peptid (Y759) gefunden werden. SOCS3 war nur mit dem
phosphorylierten Y(P)759 Peptid aus Zellextrakten präzipitierbar (Abb. 3.16 A, oberer Teil),
die von Zellen stammten, die mit SOCS3-cDNA transfiziert worden waren. Die endogene
SHP2 ließ sich aus beiden Zellextrakten präzipitieren (Abb 3.16 A, unterer Teil). Somit ist
SOCS3 fähig, einen Komplex mit dem Peptid zu bilden, welches das phosphorylierte Tyr759
aus gp130 enthält. Im Gegensatz zu SOCS3 ist SOCS1 nicht in der Lage, mit dem
phosphorylierten Tyrosinrest in gp130 zu interagieren. In vergleichbaren Experimenten, die
für SOCS1 durchgeführt wurden, konnte nur eine Bindung von SHP2 an das Phosphopeptid
Y(P)759 detektiert werden. (Abb. 3.16 B, oberer Teil, rechte Spur). Ähnliche Experimente,
welche mit all den Phosphopeptiden, die den sechs zytoplasmatsischen Tyrosin-Motiven im
gp130 entsprachen (Tabelle 3.1) durchgeführt wurden, veranschaulichen, daß nur das
Y(P)759 Peptid imstande ist, SOCS3 und SHP2 zu binden (Abb. 3.16 C). An keines der sechs
Peptide ließ sich eine Bindung von SOCS1 nachweisen (Abb. 3.16 D).Tabelle 3.1: In der Peptidpräzipitation verwendeten Peptide
Peptid Sequenz
pY683 Biotin-βA-       NSKDQMpYSDGNFTD
pY759 Biotin-βA-       TSSTVQpYSTVVHSG
pY767 Biotin-βA-       TVVHSGpYRHQVPSV
pY814 Biotin-βA-       ILPRQQpYFKQNCSQ
pY905 Biotin-βA-       EGMPKSpYLPQTVRQ
pY915 Biotin-βA-       PQTVRQGGpYMPQ
Y759 Biotin-βA-       TSSTVQYSTVVHSG
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Abbildung 3.16: 
759-Motiv im gp1
(20µg) (B) transfi
Y759, Y(P)759 od
Präzipitate über ei
gegen das Flag-Ta
hergestellt und m
entsprechen - wie
Immunoblot mit A
wurde auch für SO
einem gegen das FSOCS3, aber nicht SOCS1 bindet an ein Tyrosin-phosphoryliertes Peptid, welches dem Tyrosin
30 entspricht. COS7-Zellen wurden mit Leervektoren, cDNA für SOCS3 (20 µg) (A) oder SOCS1
ziert. 48 h nach der Transfektion wurden Zell-Lysate hergestellt und mit biotinylierten Peptiden
er ohne Peptide inkubiert. Nach der Präzipitation mit NeutrAvidin-gekoppelter Agarose wurden die
ne SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Antikörpern gegen SHP2 (unterer Teil) oder
g (oberer Teil) der transfizierten SOCS-Proteine analysiert. C, SOCS3-haltige Zell-Lysate wurden
it den angezeigten Peptiden, die einem der sechs zytoplasmatischen Tyrosinmotive im gp130
 unter A beschrieben - inkubiert. SOCS3- und SHP2-Assoziation mit den Peptiden konnte im
ntikörpern gegen das Flag-Tag bzw. oder gegen SHP2 detektiert werden. D, das Experiment in C
CS1 durchgeführt. Die Expression von SOCS1 wurde mit einer direkten Immunpräzipitation mit
lag-Tag des transfizierten SOCS1 gerichteten Antikörper kontrolliert (ganz rechte Spur).
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3.3.8 SOCS3 bindet unabhängig von der SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin
759 von gp130
Die bisherigen Daten lassen darauf schließen, daß die Präzipitation von SOCS3 mit dem
Phosphotyrosin-Peptid Y(P)759 direkt oder über die SHP2 erfolgt. Daher mußte getestet
werden, ob die SOCS3-Y(P)759-Peptid-Interaktion abhängig von der Gegenwart der SHP2 ist
(Abb. 3.17). SOCS3-cDNA transfizierte Zell-Lysate wurden dazu von der SHP2 durch
Immunpräzipitation depletiert. Zur Kontrolle wurde die präzipitierte SHP2 im Western-Blot
analysiert (Abb. 3.17; Spur 2, unterer Teil). Das kopräzipitierte SOCS3 ist im oberen Teil
(Spur 2) zu sehen. Der Überstand der Immunpräzipitaion wurde auf restliche SHP2 hin
analysiert (Spur 1). Um die Mengen von SHP2 und SOCS3 in den SHP2-depletierten
Zellextrakten abschätzen zu können, wurde eine zweite Immunpräzipitaion mit Antikörpern
gegen SHP2 (Spur 4) oder das Flag-Tag von SOCS3 (Spur 3) durchgeführt. Die Ergebnisse
Abbildung 3.17: SOCS3 bindet unabhängig von SHP2 an Tyr759 von gp130. COS7-Zellen wurden transient
mit Expressionsvektoren für SOCS3 (20 µg) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden Zellextrakte
hergestellt und durch eine Immunpräzipitation von der SHP2 befreit. Die Antikörper-gebundene-SHP2 und
kopräzipitiertes SOCS3 wurden im Westen-Blot analysiert (Spur 2). Die Kontrolle des resultierenden
Überstandes zeigt Spur1. Die Mengen an SHP2 und SOCS3 in den SHP2-depletierten Zell-Lysaten wurden in
einer zweiten Immunpräzipitation mit Antikörpern gegen SHP2 (Spur 4) oder dem Flag-Tag von SOCS3
(Spur 3) abgeschätzt. Eine Peptid-Präzipitaion mit dem Y(P)759 Peptid wurde mit dem SHP2-freien
Zellextrakt durchgeführt. Nach der Präzipitation der Proteine erfolgte eine SDS-PAGE, die aufgetrennten
Proteine wurden auf eine PVDF-Membran transferiert und im Western-Blot auf SHP2 und SOCS3 hin, wie
unter Abblidung 3.16 beschrieben, detektiert.
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dieser Kontrolle zeigen ein Fehlen von SHP2 und das Vorhandensein von SOCS3 in den
entsprechenden Präzipitaten. Schließlich wurde dieses SHP2-freie Lysat für eine Präzipitation
mit dem Y(P)759 Peptid von gp130 benutzt (Spur 5). Es konnte eine Bindung von SOCS3 an
das Peptid Y(P)759 beobachtet werden. Mit diesem Experiment wird deutlich, daß die SHP2
für die Bindung von SOCS3 an das Phosphotyrosin-Peptid Y(P)759 nicht notwendig ist.
3.3.9 Expression und Reinigung von GST-SOCS3/23-151
Die spezifische Bindung von SOCS3 an das Phosphotyrosin-Peptid Y(P)759 impliziert, daß
die Bindung durch die SH2-Domäne von SOCS3 vermittelt wird. Um diese Interaktion im
Detail zu untersuchen, wurden anhand eines alignments die Grenzen der SOCS3-SH2-
Domäne definiert [106]. Basiered auf diesen Domänengrenzen wurde der Expressionsvektor
pGex-SOCS3/23-151 generiert. Dieser Vektor codiert das Fusionsprotein aus
Bindungsdomäne der Glutathion-S-Transferase (GST) und den Aminosäuren 23-151 des
murinen SOCS3 (GST-SOCS3/23-151). Zusätzlich umfaßt dieses Konstrukt neben der GST-
Bindungsdomäne und der SOCS3-SH2-Domäne (Aminosäure 46-143) die Aminosäuren 23-
45 und 143-151 von SOCS3, zur Stabilisierung der SOCS3-SH2-Domäne.
Die Expression von GST-SOCS3/23-151 erfolgte in E. coli. Die Zellen wurden durch
Ultraschall-Behandlung lysiert und die Zellfragmente durch Zentrifugation vom Überstand
getrennt. Das GST-Fusionsprotein fiel ohne Ausnahme im Überstand an (Abbildung 3.18;
Spuren 2, 3). Das Protein wurde an Glutathion-Sepharose gekoppelt und nach intensivem
Waschen mit reduziertem Glutathion von der Säule eluiert.
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Abbildung 3.18: Expression und Reinigung von GST-SOCS3/23-151. Die Proteine wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Spur 1: Bakteriensuspension nach
der Lyse mit Ultraschall. Spuren 2 und 3: Sediment bzw. Überstand nach der Zentrifugation der
Bakteriensuspension. Spur 4: GST-SOCS3/23-151 nach Reinigung mittels GST-Glutathion-Sepharose.
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3.3.10 Bindung der rekombinanten SOCS3-SH2-Domäne an das Tyr(P)759-
Peptid
Um die SOCS3-Interaktion mit dem gp130-Rezeptor-Tyrosin-Motiv zu untersuchen, wurde
das unter 3.2.9 beschriebene, gereinigte GST-Fusionsprotein SOCS3/23-151 mit den Biotin-
konjugierten Peptiden, die dem Tyrosin-Motiv 759 in gp130 entsprechen, in phosphorylierter
oder unphosphorylierter Form inkubiert. Durch Zugabe von immobilisierten NeutrAvidin
erfolgte die Präzipitation der Peptide. Nach Auftrennung der Präzipitate in der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden diese auf das GST-Fusionsprotein, mit einem gegen
GST gerichteten spezifischen Antikörper untersucht (Abb. 3.19). Eine starke Bindung an das
Fusionsprotein konnte nur bei der Präzipitation mit dem phosphorylierten Y(P)759 Peptid
beobachtet werden. Damit konnte einerseits die Funktionalität der rekombinanten isolierten
SH2-Domäne von SOCS3, andererseits, die direkte über die SOCS3-SH2-Domäne vermittelte
Interaktion von SOCS3 und gp130 nachgewiesen werden.
Abbildun
wurde oh
Präzipitat
das GST g 3.19: Präzipitation von GST-SOCS3/23-151 mit biotinylierten Peptiden. Das Fusionsprotein
ne Peptide oder mit den biotinylierten Peptiden Y759 oder Y(P)759 inkubiert. Nach der
ion mit NeutrAvidin gekoppelter Agarose erfolgte eine Analyse im Western-Blot mit einem gegen
gerichteten Antikörper.
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4 Diskussion
Interleukin-6 übt seine Funktionen über die Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes, der aus
der IL-6Rα-Untereinheit und dem Signaltransduktor gp130 besteht, aus. Die Membran-
proximalen Boxen 1 und 2 im gp130 sind als Bindungsstellen für die Janus-Kinasen
identifiziert worden [28, 107]. Bisher wurden die Bindungstellen für STAT1 und STAT3 in
gp130 als isolierte Tyrosin-Motive untersucht. Man konnte mit Fusionsproteinen, die nur
noch eines der sechs zytoplasmatischen Tyrosin-Motive und die Box1 und 2 von gp130
enthalten, demonstrieren, daß Rezeptoren mit einem YXXQ-Motiv in der Lage waren STAT3
zu aktivieren [37, 42], hingegen für die Aktivierung von STAT1 ein Prolin in der Konsensus-
Sequenz an der Position +2 (YXPQ) notwendig war [42]. Kürzlich konnten diese Ergebnisse
in in vitro Bindungs-Assays mit isolierten STAT3-SH2-Domänen bestätigt werden [108].
Eine Mutation des Tyrosinrestes 759 in gp130 zu Phenylalanin führt zu einem Verlust der
SHP2-Phosphorylierung nach Aktivierung des Rezeptorkomlexes durch IL-6 [37, 62].
Unterschiede in der STAT-Aktivierung über die verschiedenen zytoplasmatischen
Tyrosine des gp130
Zusätzlich zu diesen Daten über die modulare Organisation von gp130 sind keine
Informationen über die Sekundär- und Tertiärstruktur des zytoplasmatischen Teils von gp130
bekannt. Ohne Zweifel wird eine mögliche dreidimensionale Struktur der zytoplasmatischen
Domäne die Aktivierung von Komponenten des Signalweges wie etwa SHP2-, Jak- oder
STAT-Proteine beeinflussen. Die Generierung von add-back-Rezeptormutanten, in denen alle
sechs zytoplasmatischen Tyrosine des gp130 gegen Phenylalanin ausgetauscht wurden,
erlaubte die Untersuchung der einzelnen Tyrosine im Kontext des gesamten
zytoplasmatischen Teils von gp130 (Abb. 3.1). In der Tat konnte gefunden werden, daß
Rezeptormutanten, die nur ein Tyrosin enhielten, in Hinblick auf die STAT-Aktivierung,
APP-Induktion und Stimulation der Zellproliferation nicht äquivalent sind. Es wurde ebenso
bestätigt, daß STAT1 und STAT3 nur durch die vier distalen Tyrosin-Motive (Tyr767, Tyr814,
Tyr905, Tyr915) (Abb. 3.2) aktiviert werden kann. Interessant ist, daß Rezeptor-Mutanten mit
nur einem der zwei distalen Tyrosine (Tyr905, Tyr915) besser in der Lage waren, eine STAT-
Aktivierung zu vermitteln als Rezeptoren, die eines der beiden proximalen Tyrosine (Tyr767,
Tyr814) enthalten. Die STAT-Aktivierungskinetiken über die vier distalen Tyrosin-Motive des
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gp130 waren jedoch vergleichbar. Aus diesen Ergebnissen läßt sich schließen, daß die
Unterschiede nicht aufgrund unterschiedlicher Kinetiken der STAT-Aktivierung der
Rezeptormutanten erklärt werden können (Abb. 3.3). Die einzelnen zytoplasmatischen
Tyrosin-Motive des nativen gp130 besitzten somit unterschiedliche Kapazitäten in der STAT-
Aktivierung.
APP-Gen-Induktion über einzelne zytoplasmatische Tyrosinreste im gp130
Bis jetzt sind die Unterschiede in der Potenz der einzelnen STAT-Rekrutierungsstellen von
gp130 bei der Betrachtung der IL-6-Signaltransduktion noch nicht beschrieben worden. Um
zu untersuchen, ob diese Unterschiede die biologischen Aktivitäten von IL-6, wie etwa die
APP-Genexpression in Leberzellen, beeinflussen, wurden die Rezeptor-Mutanten im Hinblick
auf ihre Fähigkeit, die Promotoren der zwei APP-Gene α2M- und α1-Antichymotrypsin zu
aktivieren, analysiert (Abb. 3.4). Wie erwartet, konnten nur Rezeptormutanten eine APP-Gen-
Induktion vermitteln, die auch in der Lage waren, STAT-Faktoren zu aktivieren. Ähnlich zum
Muster der STAT-Aktivierung konnten die Tyr905- und Tyr915-enthaltenden Rezeptormutanten
am besten eine APP-Gen-Promotor-Aktivierung hervorrufen. Überraschenderweise sind die
Rezeptoren EG(FFFFYF) und EG(FFFFFY) mit den einzelnen Tyrosinen 905 bzw. 915 im
Vergleich zum Wild-Typ-Rezeptor mit seinen sechs Tyrosin-Motiven potentere
Geninduktoren. Dies impliziert, daß eines der vier Membran-proximalen zytoplasmatischen
Tyrosine einen inhibitorischen Effekt auf die APP-Gen-Induktion ausübt. In dieser Arbeit
konnte das Tyrosin an der Position 759 als inhibitorisch wirkendes Tyrosin in gp130
identifiziert werden, da das zusätzliche Einfügen von Tyr759 in die add-back-
Rezeptormutanten zu einer reduzierten α2M-Promotor-Aktivierung führte (Abb. 3.5). Keine
dieser Rezeptormutanten, die das Tyrosin-Motiv 759 und ein weiteres der anderen fünf
Tyrosine enthält, war in der Lage, eine stärkere α2M-Promotor-Aktivierung zu vermitteln, als
der Wild-Typ-Rezeptor mit seinen sechs zytoplasmatischen Tyrosinresten. Dies stimmt mit
den Beobachtungen überein, daß das Tyr759 einen negativ regulatorischen Effekt auf die
STAT-Aktivierung und die APP-Gen-Induktion besitzt [62, 63, 105]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, daß die α2M-Promotor-Gen-Induktion in Zellen (SHP2 (Ex3 -
/-)), die eine nicht aktivierbare SHP2 besitzen, gegenüber Wildtyp-Zellen stark erhöht ist
(Abb. 3.9). Diese Zellen exprimieren eine um die N-terminale SH2-Domäne verkürzte SHP2,
die nicht mehr an den Rezeptorkomplex rekrutiert wird und somit seine Funktion als
Adaptorprotein oder Protein-Tyrosin-Phosphatase nicht mehr ausüben kann (Abb. 3.7). Das
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Fehlen einer aktivierten SHP2 führte zu einer verstärkten und länger anhaltenden STAT3-
Aktivieung in den SHP2-defizienten Zellen (Abb. 3.8). Somit beeinflußt die SHP2 nicht die
individuellen Tyrosin-Motive im gp130, sondern wirkt in einer eher generellen und
unbekannten Weise.
Einfluß der einzelnen Tyrosin-Motive des gp130 auf die Zellproliferation
Zusätzlich zu der STAT- und APP-Gen-Promotor-Aktivierung wurde die Wirksamkeit aller
gp130 add-back-Rezeptormutanten im Hinblick auf die Proliferation von Ba/F3-Zellen
untersucht (Abb. 3.6). Diese Zellen wachsen abhängig von IL-3 oder nach Transfektion mit
gp130 abhängig von IL-6/sIL-6R-Komplexen [28]. Alle Rezeptoren, die imstande waren eine
STAT-Aktivierung zu vermitteln, waren ebenfalls in der Lage, eine Proliferation der Zellen
hervorzurufen. Jedoch korreliert die Stärke der STAT-Aktivierung bzw. APP-Gen-Promotor-
Induktion über die einzelnen Rezeptormutanten nicht mit ihrer Fähigkeit eine
Proliferationsantwort auszulösen. Ba/F3-Zellen, die einen Rezeptor exprimieren, der nur eine
STAT-Rekrutierungsstelle enthält, reagiert auf IL-6 weniger sensitiv (Abb. 3.6 A, unten) als
Zellen die den Wild-Typ-Rezeptor auf der Zelloberfläche tragen (Abb. 3.6 A, oben). Diese
Befunde implizieren, daß die STAT-Aktivierung nicht die einzige Voraussetzung für eine
maximale IL-6-induzierte Proliferation der Ba/F3-Zellen sein kann. Die geringere Effizienz
der Rezeptormutanten in der Vermittlung einer Proliferation spiegelt vielleicht das
Vorhandensein nur einer STAT-Rekrutierungsstelle wider. Alternativ könnte aber auch die
Aktivierung eines noch nicht identifizierten, an der Proliferation beteiligten Faktors in den
Rezeptormutanten beeinflußt sein. Keines der Membran-proximalen Tyrosin-Motive ist
essentiell für das Wachstum, da Rezeptormutanten mit einer TyrosinPhenylalanin-
Substitution an den Aminosäure-Positionen Tyr683 und Tyr759 noch immer eine IL-6-
induzierte Ba/F3-Zellproliferation vermitteln. Dennoch kann man einen Einfluß dieser
Tyrosine auf die IL-6-induzierte Proliferation der gp130 transfizierten Ba/F3-Zellen nicht
ausschließen.
Die Beobachtung, daß eine gp130 add-back-Mutante, die nur ein einzelnes STAT-Bindungs-
Tyrosin enthält, in der Lage ist, eine IL-6-induzierte Proliferation zu vermitteln, steht im
Gegensatz zu den Daten von Fukada et al. [54]. Ihre Studien wurden mit chimären
Rezeptoren durchgeführt, die sich aus der extrazelluären Domäne des G-CSFR, der
Transmembran-Domäne von gp130 und einem um die drei distalen Tyrosine verkürzten
zytoplasmatischen Teil von gp130 zusammensetzen. Diese Rezeptoren enthielten nur eine
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STAT-Rekrutierungsstelle (Tyr767), die SHP2-Bindungsstelle (Tyr759) und den Tyrosinrest
683. Die Notwendigkeit von STAT3 als auch SHP2 für die Ba/F3-Zell-Proliferation in dieser
Untersuchung wurde aus den Ergebnissen mit TyrosinePhenylalanin-Substitutionen
innerhalb der verkürzten gp130-Rezeptoren hergeleitet. Nur Rezeptoren, die beide Tyrosin-
Motive für Rekrutierung von SHP2 und STAT-Faktoren besaßen, waren in der Lage nach
Stimulation ein Zellwachstum zu vermitteln. Zusammengefaßt fanden die Autoren, daß
STAT3 die Apoptose verhindert und von SHP2 ein mitogenes Signal ausgeht. Die Bedeutung
von Tyr759 in gp130 für die Proliferation wurde in Ba/F3-Zellen bestätigt, die eine G-
CSFR/gp130-Chimärenrezeptormutante exprimieren, welche aus der ganzen zytoplasma-
tischen Domäne von gp130 besteht, aber eine Mutation der SHP2-Rekrutierungsstelle besitzt
[54]. Diese Zellen reagieren nicht mit Wachstum, aber mit Überleben auf die Stimulation mit
G-CSF. Fukada et al. [54] setzten voraus, daß die deletierte Region, die die drei distalen
STAT-Rekrutierungsstellen beinhaltet, keine Rolle für die IL-6-Signaltransduktion spielt. Im
Gegensatz dazu wurden die Experimente in dieser Arbeit mit einem nativen gp130-Rezeptor,
bei dem lediglich Punktmutationen an den einzelnen zytoplasmatischen Tyrosinresten gesetzt
wurden, durchgeführt. Somit führt der Vergleich von Mutationen der einzelnen
zytoplasmatischen Tyrosine im gp130 mit der Deletion der gesamten C-terminalen Region zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Es muß angenommen werden, daß die funktionellen
Unterschiede der in beiden Studien verwendeten zytoplasmatischen Teile der
Rezeptormutanten in den verschiedenen Anforderungen für die SHP2 im Hinblick auf die
Stimulation der Proliferation begründet sind.
Zusammenfassend kann man feststellen, daß bei Untersuchungen zum IL-6-
Signaltransduktionsweg die Rolle des vollständigen zytoplasmatischen Teils von gp130
berücksichtigt werden muß. Befunde, die mit verkürzten chimären Rezeptormutanten erhalten
wurden, sind mit Vorsicht zu betrachten. Sie sollten mit den jeweiligen nativen Rezeptoren
bestätigt werden.
Unterschiedliche Mechanismen der negativen Wirkung von SOCS1 und SOCS3 auf die
IL-6-Signaltransduktion
SHP2, SOCS1 und SOCS3 sind Regulatoren der Zytokin-vermittelten Signaltransduktion [32-
34, 62, 63, 105]. In den hier präsentierten Untersuchungen stand das Wechselspiel dieser
Proteine in der IL-6-Signalkaskade im Mittelpunkt. Es konnte sowohl eine physikalische als
auch eine funktionelle Verbindung zwischen SHP2 und SOCS3 und eine unterschiedliche
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Funktionsweise von SOCS1 und SOCS3 beschrieben werden. Die inhibitorische Eigenschaft
von SHP2 auf die IL-6-Signaltransduktion ist abhängig von dem Tyrosin-Motiv 759 im gp130
[62, 63, 105]. Auch für die inhibitorische Funktion von SOCS3 ist das Vorhandensein von
Tyr759 im gp130 wichtig (Abb. 3.13 und 3.14). Ein Austausch von Tyr759 zu Phenylalanin
beeinträchtigte sowohl die inhibitorische Aktivität von SOCS3 auf die Aktivierung beider
STAT-Faktoren STAT1 und STAT3 (Abb. 3.13) als auch die APP-Gen-Promotor-
Aktivierbarkeit (Abb. 3.14). Wie spezifisch das Vorhandensein des Tyrosin-Motiv 759 für die
SOCS3-Aktivität ist, zeigt SOCS1, das nicht in seiner inhibitorischen Aktivität durch diese
Punktmutation im gp130 beeinflußbar ist. Die einfachste Erklärung für diese Befunde ist, daß
die inhibitorische Aktivität von SOCS3 abhängig von der Interaktion seiner SH2-Domäne mit
dem Tyr759 von gp130 ist. Es konnte eine spezifische Assoziation von SOCS3 - aber nicht von
SOCS1 - mit dem Phosphotyrosin-Peptid Y(P)759 von gp130 beobachtet werden.
Beachtenswert ist, daß an diesem Peptid auch die SHP2 bindet (Abb. 3.16). Die Interaktion
von SOCS3 mit dem zytoplasmatischen Teil des Rezeptors könnte direkt oder indirekt über
andere Proteine erfolgen. Da wir in der Lage waren, einen SOCS3/SHP2-Komplex
nachzuweisen (Abb. 3.15) - was für eine Adaptorfunktion der SHP2 für SOCS3 spricht -
,mußte getestet werden, ob die Bindung von SOCS3 direkt oder über SHP2 an das
Phosphopeptid Y(P)759 zustande kommt. Eine Depletion von SHP2 wirkte sich nicht auf die
Assoziation von SOCS3 an das Rezeptor-Peptid aus (Abb 3.17). Weiterhin konnte gezeigt
werden, daß rekombinantes GST-SOCS3/23-151 Fusionsprotein in der Lage ist, über seine
SH2-Domäne an das Phosphotyrosin-Motiv 759 aus gp130 zu binden (Abb. 3.19). Diese
Ergebnisse schließen aus, daß die SHP2 für die Bindung von SOCS3 an das gp130-
Rezeptorpeptid notwendig ist.
Es ist mehrfach beschrieben worden, daß die SHP2 die IL-6-induzierte APP-Gen-Induktion
durch Verminderung der STAT-Phosphorylierung inhibiert [62, 63, 105]. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, daß SOCS1 und SOCS3, aber nicht SOCS2 oder CIS potente
Inhibitoren der APP-Gen-Induktion sind (Abb. 3.10). Diese Beobachtungen stimmen mit
denen von Nicholson et al. [75] überein, die eine starke inhibitorische Aktivität von SOCS1
und SOCS3 auf den leukemia inhibitory factor (LIF) Signalweg beschreiben.
SOCS1 und SOCS3 zeigen einen ähnlichen Effekt auf die STAT3-Phosphorylierung und
APP-Gen-Induktion nach Stimulation mit IL-6 oder LIF [75, 81]. Zahlreiche Studien lassen
darauf schließen, daß SOCS1 die Signaltransduktion durch die Hemmung der katalytischen
Aktivität und Assoziation mit Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 blockiert [34, 75, 81]. Für SOCS1
ließ sich zeigen, daß neben der SH2-Domäne noch etwa 24 Aminosäuren N-terminal zur
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SH2-Domäne für die Hemmung verantwortlich sind. Es wird spekuliert, daß die sogenannte
kinase inhibtory region (KIR) als nicht-phosphoryliertes Pseudosubstrat an das aktive
Zentrum der Kinase bindet und so die Bindung anderer Substrate verhindert. Die SH2-
Domäne  von SOCS1 interagiert mit dem phosphorylierten Tyrosin 1007 im Aktivierungs-
loop der Jak2-Kinase-Domäne. Es wurde ferner gezeigt, daß die extended SH2 subdomain
(ESS) ebenfalls für die Interaktion mit dem Tyrosin-Motiv unerläßlich ist [75, 81, 82].
Kürzlich demonstrierten Sasaki et al. [83], daß auch SOCS3 über die SH2-Domäne an das
phosphorylierte Tyrosin1007 in Jak2 binden kann. Dabei zeigt SOCS3 eine wesentlich
geringere Affinität zu diesem Tyrosin als SOCS1 und muß in signifikant höheren Mengen im
Vergleich zu SOCS1 exprimiert werden, um den gleichen inhibtorischen Effekt zu erreichen
[70, 84, 85].
Unsere Ergebnisse und die Beobachtung, daß SOCS1, aber nicht SOCS3 die Auto- oder
Transphosphorylierung von Janus-Kinasen in einem in vitro Kinase-Assay inhibiert [75, 81],
zeigen, daß SOCS1 und SOCS3 unterschiedliche Mechanismen benutzen (Abb. 4.1), um den
Jak/STAT-Signalweg zu hemmen. Im Gegensatz dazu finden Sasaki et al. [83] hierfür keine
Hinweise, beschreiben aber, daß die KIR von SOCS3 stärker an der Inhibition von Jak2 als
die KIR von SOCS1 beteiligt ist.
Abbildung 4.1: Mechanismen der Negativ-Regulation der Signaltransduktion SOCS-Proteine
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Die Beobachtung, daß SOCS3 im Gegensatz zu SOCS1 an den Rezeptorkomplex rekrutiert
werden muß (Abb. 3.13 und 3.14), läßt weitere Erklärungsmöglichkeiten zur Hemmung des
IL-6-Signalweges zu: (1) SOCS3 könnte nach Rezeptorbindung den Bindungspartner
wechseln und die Jak-Aktivität über die Bindung der SOCS3-SH2-Domäne an den
Aktvierungs-Loop der Kinase inhibieren (2) SOCS3 könnte an das gp130 direkt über das
Tyr759 rekrutiert werden, was zu einer Inhibition der Janus-Kinasen durch die KIR von
SOCS3 führen kann. Was mit den Beobachtungen von Sasaki et al. [83] übereinstimmt.
Mittlerweile ist auch eine Interaktion des SOCS3 mit dem phoshorylierten GH-Rezeptor und
der IL-2Rβ-Kette beschrieben. Hierbei kompetitiert SOCS3 nicht, wie es für CIS am EpoR
beschrieben mit STAT-Faktoren um eines ihrer Rekrutierungsmotive (Abb. 4.1) [64, 66, 76,
86].
Gegenseitige Beeinflussung von SOCS3 und SHP2
Da die SOCS3-Gen Expression durch IL-6 induziert wird und da wiederum SOCS3 die IL-6-
Signaltransduktion hemmt, wirkt SOCS3 als ein Feedback-Inhibitor auf die IL-6-Signal-
transduktion [32-34]. Nach der Stimulation mit IL-6 konnte keine signifikante Erhöhung der
SOCS1-mRNA Spiegel festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies schließt jedoch nicht
aus, daß SOCS1 den IL-6-Signalweg beeinflussen kann, wenn es über einen anderen
Signalweg induziert wird. Es wurde vorgeschlagen, daß die Phosphorylierung der SHP2 zu
einer erhöhten Phosphatase-Aktivität ihrerseits führt [48] und den Signalweg negativ
regulatorisch durch die Dephosphorylierung der Signalkomponenten beinflußt. Eine durch die
Mutation des Tyr759 im gp130 Rezeptor beeinträchtigte SHP2-Aktivierung korreliert mit einer
verstärkten SOCS3-Gen-Induktion (Abb. 3.11). SOCS3 selbst kann nicht auf diese
Rezeptormutante inhibitorisch auf seine eigene Genexpression wirken. Auf diese Weise
könnte eine reduzierte SHP2-Aktivität durch eine erhöhte SOCS3-Expression kompensiert
werden. Eine gesteigerte SOCS3-Expression führt aber auch zu einem reduzierten Anteil an
phosphorylierter SHP2 (Abb. 3.12). Die geringere Phosphorylierung der SHP2 mag vielleicht
an der Inhibition der Jaks durch SOCS3 oder aber an einer direkten Kompetition zwischen
SHP2 und SOCS3 um das Tyrosin-Motiv 759 in gp130 liegen. So könnte eine erhöhte
Expression von SOCS3 einen reduzierte Spiegel an phosphorylierter SHP2 kompensieren. Es
sind weitere Experimente nötig um zu untersuchen, ob die Tyrosinphosphorylierung der
SHP2 die SOCS3-Aktivität moduliert. Es ist bis jetzt auch nicht klar, welche Tyrosine in der
SHP2 nach der Stimulation der IL-6 Signaltransduktionkaskade phosphoryliert werden.
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5 Ausblick
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden die Fähigkeiten der sechs Tyrosinreste in der
intrazellulären Domäne von gp130 im Hinblick auf die Vermittlung der STAT-Aktivierung,
der APP-Gen-Induktion und der Stimulation der Proliferation nach Rezeptoraktivierung
analysiert. Als weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit entwickelten sich die Analysen zur IL-6-
Signal-Inhibition. Die erzielten Ergebnisse beider Aspekte werfen weitere interessante Fragen
hinsichtlich des Jak/STAT-Signalweges auf:
- Wie kann man die unterschiedliche Sensitivität der stabil transfizierten Ba/F3-Zellen
auf IL-6 erklären?
Bei dem IL-6-stimulierten Wachstum der mit den add-back-Mutanten stabil transfizierten
Ba/F3-Zellen kam es überraschenderweise zu einem besseren Wachstum der Zellen, wenn
sie die Tyr767- oder Tyr905-haltigen Rezeptormutanten exprimierten. Dabei konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, daß Tyr905 und Tyr915 am besten in der Lage waren, eine
STAT-Aktivierung zu vermitteln. In diesem Zusammenhang sollte die Diskrepanz
zwischen Effizienz der STAT-Aktivierung und der Proliferationsantwort der
Rezeptormutanten gp130(FFYFFF) und gp130(FFFFFY) untersucht werden. Wie sähe
das Proliferationsverhalten von Ba/F3-Zellen aus, die Rezeptoren exprimieren, welche
neben Tyr767 oder Tyr915 das auf den IL-6-Signalweg inhibierende Tyr759 tragen? Diese
Rezeptormutanten wurden bereits generiert, um stabil transfizierte Ba/F3-Zellen
herzustellen. Falls das Fehlen des Tyr759 nicht für das oben beschriebene Verhalten der
Zellen verantwortlich ist, könnte eine Bindung anderer noch nicht identifizierter Proteine
an diese beiden Tyrosine, die das mitogene Signal vermitteln, angenommen werden.
Zusätzlich sollte untersucht werden, ob die Präsenz des Tyr759 das Genexpressionsmuster
nach IL-6-Stimulaiton beinflußt. Diese Frage wird derzeit mittels DNA-Array-
Technologie angegangen.
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Gibt es Substrate der SHP2 im IL-6-Signalweg ?
Es wurde gezeigt, daß c-kit und die Src-Kinase durch SHP2 dephosphoryliert werden
können [47-49]. Für den PDGF-R gibt es widersprüchliche Daten [47, 48, 50, 51].
Kürzlich konnte als weiteres Substrat der SHP2 der Transkriptionsfaktor STAT5
identifiziert werden [109]. Bis jetzt ist noch nicht bekannt, ob ein an der IL-6-
Signaltransduktion beteiligtes Protein ein Substrat für die SHP2 ist. Um diese Frage zu
klären, können in Enzym-Substrat-Präzipitationsexperimenten SHP2-Mutanten eingesetzt
werden, die ihr potentielles Substrat stabil binden. Es wird derzeit eine Mutante mit einem
C459S Austausch im katalytischen Zentrum der Phosphatasedomäne der SHP2 benutzt.
Diese Mutation verhindert, daß das Substrat dephosphoryliert wird. Eine bessere Mutante
wäre die Mutation eines konservierten Aspartat zu Alanin, da das Alanin nicht mehr als
Protonendonor fungieren kann, bildet sich ein Enzym-Substrat-Intermediate aus und hält
ein potentielles Substrat länger gefangen [110]; auch solch eine Mutante wird derzeit
getestet. In Koimmunpräzipitationen könnten so im Vergleich mit der Wild-Typ SHP2
neue Substrate der SHP2 identifiziert werden.
- Wird SOCS3 nach der Induktion durch IL-6 phosphoryliert und ist eine Phosphory-
lierung wichtig für die inhibitorische Wirkung im IL-6-Signaltransduktionsweg?
Cohney et al. [76] konnten kürzlich zeigen, daß SOCS3 nach IL-2-Stimulation
phosphoryliert wird. Der Phosphorylierungs-Status von SOCS3 nach IL-6 ließ sich noch
nicht nachweisen, da trotz der stark induzierten mRNA-Spiegel kein endogenes Protein
detektiert werden konnte. Da die Tyrosine, die nach IL-2-Stimulation in SOCS3
phosphoryliert werden, bekannt sind, kann man SOCS3 TyrosinPhenylalanin-Mutanten
in Reportergen-Assays einsetzen, um den Einfluß dieser Tyrosine auf die Hemmung der
Signaltransduktion hin zu untersuchen.
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- Über welche Wechselwirkungen kommt der SHP2-SOCS3-Komplex zustande und
welche Funktion erfüllt er?
In dieser Arbeit ließ sich eine Interaktion von SOCS3 und SHP2 durch
Koimmunopräzipitation nachweisen. Da beide Proteine im Besitz einer bzw. zweier SH2-
Domänen sind und auch für SHP2 und SOCS3 eine Phosphorylierung gezeigt bzw.
beschrieben wurde, sind mehrere Möglichkeiten der Wechselwirkung zwischen diesen
beiden Proteinen möglich. Einerseits könnte SOCS3 über seine SH2-Domäne an
phosphorylierte Tyrosine an die SHP2 binden, anderseits könnte die Bindung von den
SH2-Domänen der SHP2 ausgehen, wobei die Bindung über die C- oder N-terminale oder
beide SH2-Domänen erfolgen könnte. Es ist geplant, eine SOCS3-Mutante zu generieren,
die keine funktionelle SH2-Domäne mehr besitzt. Dies wird mit größter
Wahrscheinlichkeit durch die Mutation des zentralen Arginins zu Glutamat zu errreichen
sein. Alternativ sollen SOCS3-Mutanten eingesetzt werden, bei denen die Tyrosine gegen
Phenylalanin ausgetauscht sind, die möglicherweise nach der Aktivierung des IL-6-
Signalweges phosphoryliert werden. In Koimmunpräzipitation mit diesen Mutanten kann
dann die Interaktion der beiden Proteine untersucht werden. Experimentelle Ansätze, in
denen die SH2-Domänen der SHP2 deletiert sind, verliefen nicht vielversprechend. Ein
anderer Ansatz, der verfolgt wird, ist die Präziptiation von SOCS3 bzw. SHP2 mit
phosphorylierten Peptiden, die den Tyrosin-Motiven in den nativen Proteinen entsprechen.
Auch wenn der Interaktionsmechanismus dieser beiden Proteine aufgeklärt werden sollte,
so stellt sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung dieses Komplexes. Für die
SOCS-Proteine ist eine Interaktion mit ElonginB/C beschrieben, die über die SOCS-Box
zustande kommt. Diese Interaktion bildet eine Verbindung zum Ubiquitin-abhängigen
Proteasom. Daher besteht die Möglichkeit, daß Proteine, die mit SOCS3 in
Wechselwirkung treten, dem Proteasom zugeführt werden. Für die SHP2 ist eine lange
Halblebenszeit in unstimuliertem Zustand von ca. 16 Stunden ermittelt worden [111]. In
einem ersten Schritt sollte die Halblebenszeit von aktivierter SHP2 bestimmt werden. Ist
diese kürzer und vergleichbar mit der Halblebenszeit von SOCS3, so kann man daraus
schließen, daß die Induktion der SOCS3-Proteine eine gezielte Degradation der SHP2
einleitet. Dies könnte dann auch für andere Komponenten des Jak/STAT-Signalweges
gelten, wie gp130 und Januskinasen, die mit SOCS3 Komplexe bilden. Um diese Theorie
zu überprüfen, könnten dann in einem zweiten Schritt gezielte Mutationen in die SOCS-
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Box einbracht werden, die die Interaktion mit ElonginB/C unterbinden. Daraus sollte eine
verlängerte Halblebenszeit von SOCS3 einerseits und anderseits keine verkürzten
Halblebenszeiten der mit SOCS3 interagierenden Proteine resultieren.
- Kann man die negativ regulatorsichen Eigenschaften von SHP2 und SOCS3, die auf
die IL-6-Signaltransduktion einwirken, getrennt analysieren und deren jeweiligen
Beitrag zur Repression des Signalweges ausmachen?
Um die hemmenden Wirkungen von SOCS3 und SHP2 auf den IL-6-
Signaltransduktionsweg weiter zu analysieren, ist es notwendig, die Funktion der
jeweiligen Proteine unabhängig voneinander untersuchen zu können. Hierzu steht im
Labor eine Zell-Line zu Verfügung, in der nur noch eine um die N-terminale SH2-
Domäne verkürzte SHP2 exprimiert wird, die auch schon in dieser Arbeit benutzt wurde.
In diesen Zellen sollen Reportergen-Assays mit gp130-Rezeptormutanten durchgeführt
werden, um herauszufinden, ob dies in Anwesenheit bzw. Abwesenheit des Tyr759 im
gp130 und/oder SOCS3 zu den gleichen Ergebnisse führt. Daraus lassen sich dann
Schlußfolgerungen ziehen, ob SOCS3 für die inhibitorische Wirkung die Gegewart von
SHP2 erfordert, oder ob SOCS3 als eigenständiger Inhibitor wirkt. In SOCS3-defizienten
Zell-Linen könnte man den negativ regulatorischen Beitrag der SHP2 untersuchen.
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6 Zusammenfassung
Interleukin-6 ist an der Regulation vieler biologischer Prozesse wie Genexpression,
Zellwachstum und -Differenzierung beteiligt. Die Initiation der Signaltransduktion von IL-6
ist in weiten Teilen aufgeklärt. In dieser Arbeit wurde die Funktion der einzelnen Tyrosinreste
von gp130 im Kontext des gesamten zytoplasmatischen Teils des Rezeptorproteins in der IL-
6-Signaltransduktion durch die Analyse der STAT-Aktivierung, Akutphase-Protein-Induktion
und Stimulation der Proliferation analysiert. Um die Effizienz der individuellen Tyrosine des
gp130 in der Signaltransduktion zu untersuchen, wurden add-back-Rezeptormutanten benutzt,
die nur noch ein zytoplasmatisches Tyrosin besaßen. Es konnte gezeigt werden, daß die
Tyrosin-Motive, die STAT-Faktoren rekrutieren können, nicht äquivalent bezüglich ihres
Potentials, eine STAT-Aktivierung, APP-Gen-Induktion oder Zell-Proliferation zu vermitteln,
sind. Der Tyr-Rest 759 wurde für die STAT-Aktivierung und APP-Gen-Induktion als ein
negativ regulatorisches Element identifiziert.
In dieser Arbeit wurde die inhibitorische Funktion der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2
und der suppressors of cytokine signalling (SOCS) auf die IL-6-Signaltransduktion
untersucht. Es wurde festgestellt, daß SOCS1, SOCS3 und SHP2 potente Inhibitoren des IL-
6-Signalweges sind. SOCS3 und SHP2 wirken hierbei nicht unabhängig voneinander, sondern
sind funktionell verbunden: Die Aktivierung eines Inhibitors moduliert die Aktivität des
anderen. Nach Aktivierung des IL-6-Signalweges führte die Hemmung der SHP2-Aktivierung
zu erhöhten SOCS3-mRNA Spiegeln und die Expression von SOCS3 führte zu einer
verringerten Phosphorylierung der SHP2. Weiterhin konnte demonstriert werden, daß der
Tyrosinreste 759 in gp130 essentiell für die hemmende Wirkung auf die IL-6-Signal-
transduktion von SHP2 und SOCS3, aber nicht für SOCS1 ist. Diese Daten bestätigend,
konnte eine Interaktion von SHP2 und SOCS3 mit dem phosphorylierten Rezeptor-Tyr759
beobachtet werden. Aus diesen Ergebnissen muß gefolgert werden, daß SOCS3 nicht wie für
SOCS1 beschrieben, direkt an die Janus-Kinasen bindet, sondern zur Entfaltung seiner
inhibitorischen Aktivität an gp130 rekrutiert werden muß.
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